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POVZETEK 
Dobro uravnavana aktivacija mikroglije je izjemnega pomena za zaščito centralnega 
živčnega sistema pred različnimi grožnjami. Slabo uravnavana in prekomerna aktivacija 
mikroglije privede do nastanka pretiranega vnetnega odziva, ki škoduje nevronom in 
povzroča nevrodegeneracijo, ki vodi v razvoj življenjsko ogrožajočih bolezenskih stanj, 
kot je Parkinsonova bolezen (PB). Predhodne raziskave so že pokazale, da aktivirana 
mikroglija v svojo okolico poleg vnetnih dejavnikov in citokinov sprošča tudi cisteinske 
katepsine, med njimi tudi katepsin X. Za slednjega je bilo pokazano, da je pomemben 
regulator nevrodegeneracije, povzročene z vnetnimi procesi, v katerih sodelujejo celice 
mikroglije. V sklopu magistrske naloge smo podrobneje raziskali vpliv aktivacije 
mikroglije na vnetni odziv preko sočasne aktivacije »Toll-u« podobnih receptorjev (TLR), 
in sicer TLR3 in TLR4, obenem pa smo opredelili vlogo katepsina X v tem procesu. 
Poskuse smo izvedli na celičnem modelu aktivirane mikroglije z uporabo celic BV2, ki 
smo jih stimulirali z agonistoma receptorjev TLR3 in TLR4, in sicer s poly(I:C) in LPS. S 
pomočjo spektrofotometrije in pretočne citometrije smo preverili vpliv aktivacije 
mikroglije, v prisotnosti ali odsotnosti zaviralca katepsina X, AMS36, na celično preživetje 
in nivo vnetnega odziva. Spektrofotometrično smo določili tudi aktivnost kaspaze-3 in 
katepsina X, medtem ko smo izražanje katepsina X preverili z uporabo encimsko- 
imunskega testa na trdni podlagi (ELISA), njegovo znotrajcelično lokalizacijo pa z 
uporabo imunofluorescenčne konfokalne mikroskopije. Za določanje izražanja inducibilne 
NO sintaze (iNOS) smo uporabili prenos western. Sočasna aktivacija TLR3 in TLR4 z 
agonistoma poly(I:C) in LPS je v primerjavi z enostransko stimulacijo s posameznim 
agonistom izkazovala močnejši, sinergistični učinek na aktivacijo celic mikroglije BV2, 
opredeljeno preko merjenja koncentracije sproščenih vnetnih dejavnikov, in sicer 
dušikovega oksida (NO), interlevkina-6 (IL-6) in tumorje-nekrotizirajočega faktorja α 
(TNF-α). Meritve izražanja in aktivnosti katepsina X v celičnih lizatih in supernatantih 
aktivirane mikroglije so pokazale, da sočasna aktivacija TLR3 in TLR4 s poly(I:C) in LPS 
v približno enaki meri kot enostranska stimulacija z LPS značilno poveča nivo proteina kot 
tudi aktivnost katepsina X v supernatantih celic BV2, medtem ko se njegova aktivnost v 
celicah značilno zniža. Z opazovanjem znotrajcelične lokalizacije katepsina X smo 
pokazali, da ko-aktivacija celic mikroglije značilno poveča lokalizacijo katepsina X ob 
plazemski membrani in hkrati zmanjša lokalizacijo slednjega v lizosomskih veziklih, kar 
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dodatno nakazuje na znotrajcelično translokacijo katepsina X v aktivirani mikrogliji. Z 
uporabo ireverzibilnega specifičnega zaviralca katepsina X, AMS36, smo v nadaljevanju 
potrdili vlogo katepsina X kot mediatorja aktivacije mikroglije, saj je prisotnost AMS36 
pomembno zmanjšala koncentracijo sproščenih vnetnih dejavnikov NO, IL-6 in TNF-α iz 
ko-aktiviranih celic mikroglije, hkrati pa je AMS36 vplival tudi na zmanjšano izražanje 
iNOS po ko-stimulaciji mikroglije. Zaviranje katepsina X je zmanjšalo tudi delež celične 
smrti in apoptozo aktivirane mikroglije, spodbujene s sočasno stimulacijo z LPS in 
poly(I:C), hkrati pa je bil opazen vpliv AMS36 na povišano aktivnost kaspaze-3 v 
aktivirani mikrogliji. Nenazadnje smo na ko-kulturnem modelu celic mikroglije BV2 in 
nevronskih celic SH-SY5Y pokazali tudi zaščitno delovanje zaviralca katepsina X na 
nevronske celice. Dodatek AMS36 pred ko-stimulacijo celic mikroglije z LPS in poly(I:C) 
je namreč značilno zmanjšal degeneracijo nevronskih celic, ki so bile izpostavljene 
supernatantu aktivirane mikroglije. Rezultati, pridobljeni v sklopu magistrske naloge, torej 
nakazujejo na pomembno vlogo katepsina X pri ko-aktivaciji mikroglije in uravnavanju 
vnetnega odziva, zato katepsin X predstavlja pomembno tarčo pri načrtovanju strategij 
zdravljenja nevrodegenerativnih bolezni povzročenih z vnetjem, kot je PB.  
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ABSTRACT 
Well-regulated microglial activation is important for the protection of the central nervous 
system against various threats. Poorly regulated and excessive microglial activation leads 
to an exaggerated inflammatory response, which damages the neurons and causes 
neurodegeneration, which in turn, leads to the development of life-threatening medical 
conditions, such as Parkinson's disease. Previous research has shown that activated 
microglia releases in addition to inflammatory factors and cytokines also cysteine 
cathepsins, including cathepsin X. The latter has already been designated as an important 
regulator of neurodegeneration, caused by an inflammatory process mediated by microglial 
cells. In the scope of the Master's thesis, the effect of the microglial activation through 
simultaneous activation of Toll-like receptors (TLR), TLR3 and TLR4 on the resulting 
inflammatory response was studied in detail as well as we defined the role of cathepsin X 
in this process. We performed the experiments on a cellular model of activated microglia 
using BV2 cells, that were stimulated with TLR3 and TLR4 agonists, respectively with 
poly(I:C) and LPS. With the help of spectrophotometry and flow cytometry, we examined 
the effect of microglial activation, in the presence or absence of cathepsin X inhibitor, 
AMS36 on cell survival and the level of inflammatory response. We also 
spectrophotometrically determined the activities of caspase-3 and cathepsin X, while the 
analysis of the cathepsin X expression was performed with the use of enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) and its intracellular localization with the use of 
immunofluorescent confocal microscopy. To determine the expression of inducible NO 
synthase (iNOS) we used western blot. Concurrent activation of TLR3 and TLR4 with poly 
(I:C) and LPS agonists exhibited a stronger, synergistic effect on the activation of 
microglial BV2 cells, compared to one-sided stimulation with a single agonist, which we 
determined by measuring the concentrations of released inflammatory factors, namely 
nitric oxide (NO), interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis factor α (TNF-α). Measurements 
of the expression and activity of cathepsin X in cell lysates and supernatants of stimulated 
BV2 cells showed that co-activation of TLR3 and TLR4, with poly(I:C) and LPS, 
significantly increased the level as well as the activity of cathepsin X in BV2 cell 
supernatants, in approximately the same extent as one-sided stimulation with LPS, while 
the intracellular protein's activity was significantly decreased. Moreover, the intracellular 
localization analysis of cathepsin X showed that localization of cathepsin X is significantly 
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increased at the plasma membrane after co-activation of microglial cells by LPS and 
poly(I:C), while the cathepsin X localization within the lysosomal vesicles is decreased, 
which further indicates the subcellular translocation of cathepsin X in activated microglia 
cells. Additionally, we confirmed the role of cathepsin X as a mediator of microglial 
activation by the use of the specific, irreversible inhibitor of cathepsin X AMS36. The 
presence of the AMS36 significantly reduced concentrations of released inflammatory 
factors, including NO, IL-6 and TNF-α from activated microglia, while at the same time 
AMS36 also influenced and reduced the expression of iNOS in microglial cells after co-
stimulation with LPS and poly(I:C). Inhibition of cathepsin X also decreased cell death and 
apoptosis of activated microglia cells mediated by simultaneous stimulation with LPS and 
poly(I:C), and AMS36 also visibly affected the increased activity of caspase-3 in activated 
microglia. Last but not least we also demonstrated the protective action of cathepsin X 
inhibitor on neuronal cells, with the use of a co-culture model using microglial BV2 cells 
and neuronal SH-SY5Y cells. Indeed, the addition of AMS36 to microglial cells, 
simultaneously stimulated with LPS and poly(I:C), significantly reduced degeneration of 
neuronal cells, exposed to supernatants of co-activated microglia. Results, obtained in the 
scope of research for the Master's thesis, therefore indicate that cathepsin X plays an 
important role in the co-activation of microglia and regulation of resulting inflammatory 
response, which defines cathepsin X as an important target in the development of strategies 
for the treatment of neurodegenerative diseases caused by inflammation, such as 
Parkinson's disease. 
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KLJUČNE BESEDE 
 
Katepsin X               »ang. Cathepsin X«                                         
Mikroglija      »ang. Microglia« 
Agonisti receptorjev TLR    »ang. Toll-like receptor agonists« 
Vnetni odziv      »ang. Inflammatory response« 
Zaviralec katepsina X    »ang. Cathepsin X inhibitor« 
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SEZNAM OKRAJŠAV 
 
6-OHDA  »ang. 6-hydroxydopamine«, 6-hidroksidopamin 
AB   Alzheimerjeva bolezen 
Ac-DEVD-AFC »ang. N-acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-4-
trifluoromethylcoumarin«, N-acetil-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4- 
trifluorometilkumarin 
ALS   »ang. amyotrophic lateral sclerosis«, amiotrofična lateralna skleroza  
AMS36  specifični ireverzibilni zaviralec katepsina X 
BSA   »ang. bovine serum albumin«, goveji serumski albumin 
CHAPS »ang. 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-
propanesulfonate«, 3-[(3-holamidopropil)dimetilamonijev]-1-
propansulfonat 
CŽS   centralni živčni sistem 
DAPI   »ang. 4',6-diamidino-2-phenylindole«, 4',6-diamidino-2-fenilindol 
DC   »ang. detergent compatible«, združljivo z detergentom 
DMEM  »ang. Dulbecco's modified eagle medium«, gojišče za celične kulture 
DMSO  »ang. dimethyl sulfoxide«, dimetilsulfoksid 
DNA   »ang. deoxyribonucleic acid«, deoksiribonukleinska kislina 
dsRNA »ang. double stranded ribonucleic acid«, dvoverižna ribonukleinska 
kislina 
DTT   »ang. dithiothreitol«, ditiotreitol 
EDTA »ang. ethylenediaminetetraacetic acid«, etilendiaminotetraocetna 
kislina 
ELISA »ang. enzyme-linked immunosorbent assay«, encimsko-imunski test 
na trdni podlagi 
FBS   »ang. fetal bovine serum«, fetalni goveji serum 
HEPES »ang. 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid«, 4-(2-
hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska kislina 
HRP   »ang. horseradish peroxidase«, hrenova peroksidaza 
IFN-γ   »ang. interferon gamma», interferon gama 
IL-10   »ang. interleukin-10«, interlevkin-10 
IL-17A  »ang. interleukin-17A«, interlevkin-17A 
Pertoci V. Vloga katepsina X v aktivaciji mikroglije, posredovani z agonisti TLR receptorjev. 
Magistrska naloga 
 
XII 
 
IL-2   »ang. interleukin-2«, interlevkin-2 
IL-4   »ang. interleukin-4«, interlevkin-4 
IL-6   »ang. interleukin-6«, interlevkin-6 
iNOS »ang. inducible nitric oxide synthase«, inducibilna dušikov oksid 
sintaza 
IRF-1   »ang. interferon regulatory factor 1«, interferon regulatorni faktor 1 
LAF   »ang. laminar air flow«, laminarni pretok zraka 
LAMP1 »ang. lysosomal-associated membrane protein 1«, z lizosomom 
povezani membranski protein 1 
LPS   »ang. lipopolysaccharide«, lipopolisaharid 
MAPK »ang. mitogen-activated protein kinase«, z mitogenom aktivirana 
protein kinaza 
MTS «ang. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-
(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium«, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazol 
NaDS   natrijev dodecil sulfat 
NaN3   natrijev azid 
NED   »ang. N-(1-naphthyl)ethylenediamine«, N-(1-naftil)etilendiamin 
NF-κB  »ang. nuclear factor kappa B«, jedrni faktor kapa B 
NO   »ang. nitric oxide«, dušikov oksid 
PAGE »ang. polyacrylamide gel electrophoresis«, poliakrilamidna gelska 
elektroforeza 
PAMP »ang. pathogen-associated molecular pattern«, patogenom pridruženi 
molekularni vzorec 
PB   Parkinsonova bolezen 
PBS   »ang. phosphate buffered saline«, fosfatni pufer z NaCl 
PEG   »ang. polyethylene glycol«, polietilenglikol 
PES   »ang. phenazine ethosulfate«, fenazin etosulfat 
PI   »ang. propidium iodide«, propidijev jodid 
PIPES »ang. piperazine-N,N′-bis(2-ethanesulfonic acid)«, piperazin-N,N'-
bis(2-etansulfonska kislina) 
poly(I:C) »ang. polyinosinic-polycytidylic acid«, poliinozinsko-policitidilna 
kislina 
Pertoci V. Vloga katepsina X v aktivaciji mikroglije, posredovani z agonisti TLR receptorjev. 
Magistrska naloga 
 
XIII 
 
PRR »ang. pattern-recognition receptor«, receptor za prepoznavo 
molekularnih vzorcev 
RNA   »ang. ribonucleic acid«, ribonukleinska kislina 
ROS   »ang. reactive oxygen species«, reaktivne kisikove spojine 
ssRNA »ang. single stranded ribonucleic acid«, enoverižna ribonukleinska 
kislina 
TEMED  »ang. tetramethylethylenediamine«, tetrametiletilendiamin 
TLR   »ang. Toll-like receptor«, receptor podoben Toll-u 
TMB   »ang. 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine«, 3,3',5,5'-tetrametilbenzidin 
TNF-α »ang. tumor necrosis factor alpha«, tumorje-nekrotizirajoči faktor 
alfa 
Tris »ang. tris(hydroxymethyl)aminomethane«, 
tris(hidroksimetil)aminometan 
TTBS   »ang. Tris-buffered saline«, Tris pufer z dodanim 0,1% Tween 20 
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1 UVOD 
Nevrodegenerativne bolezni predstavljajo zelo pomemben zdravstveni problem, saj za 
bolezni kot so Alzheimerjeva bolezen (AB), Parkinsonova bolezen (PB) ali amiotrofična 
lateralna skleroza (ALS) ni na voljo učinkovitega zdravljenja in zatorej povzročajo 
dolgotrajno trpljenje tisočih bolnikov in na koncu vodijo do njihove smrti. Za te bolezni so 
značilne patološke spremembe v možganih in za vsako izmed njih so značilni specifični 
patološki procesi, ki vodijo v propad določenih možganskih celic ter posledično v njihovo 
disfunkcijo (1). 
PB je pogosto pojavna nevrodegenerativna bolezen, katere značilnost je postopno 
propadanje dopaminergičnih nevronov v črnem jedru možganov in vlaken v striatumu ter 
pomanjkanje dopamina v možganih, čemur sledi postopno zmanjševanje motoričnih 
sposobnosti (2, 3, 4). Vzroki za nastanek PB so še vedno nepoznani, vendar pa dozdajšnji 
izsledki raziskav vse bolj nakazujejo na ključno vlogo vnetnega procesa pri propadanju 
dopaminergičnih nevronov in s tem razvoju ter napredovanju PB (5, 6). Vnetni proces je 
posredovan preko aktivacije celic mikroglije in astrocitov, ki sproščajo različne provnetne 
dejavnike, kot so citokini, kemokini in razni toksični dejavniki, ki s svojim delovanjem 
povzročijo procese, ki vodijo do oksidativnega stresa (7), disfunkcijo mitohondrijev (8) in 
sproženje apoptoze (9, 10), kar vodi do propada nevronskih celic in končno do patogeneze 
PB (11, 12, 13, 14). Zatorej je poznavanje in karakterizacija endogenih biomolekul, 
vključenih v procese nevrodegeneracije, posredovane z vnetjem, vključno s peptidazami in 
njihovimi zaviralci, ključnega pomena za načrtovanje strategij zdravljenja 
nevrodegenerativnih bolezni, med katere sodi tudi PB. 
1.1 VLOGA MIKROGLIJE V CENTRALNEM ŽIVČNEM SISTEMU 
Celice mikroglije so makrofagom podobne, rezidenčne imunske celice centralnega 
živčnega sistema (CŽS). So del prirojene imunosti in so ključne pri ohranjanju homeostaze 
v centralnem živčevju, pri zgodnjem imunskem odzivu in obvladovanju okužb (15). 
Izvirajo iz matičnih celic mieloidne vrste, ki v obdobju zgodnjega embrionalnega razvoja 
migrirajo v CŽS, kjer dozorijo v mikroglijalne celice in pridobijo značilno razvejano 
obliko. V zrelih, zdravih možganih so celice mikroglije v mirujočem stanju, v katerem 
imajo razvejano obliko, ter neprestano nadzorujejo svojo okolico. Ob porušenju 
homeostaze v centralnem živčevju, bodisi zaradi okužb, poškodb, ishemije ali kakršnih 
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koli nevrodegenerativnih procesov, ki ogrožajo CŽS, mikroglija preide v t.i. aktivno stanje, 
pri čemer pa lahko izkazuje zaščitno delovanje ali pa posreduje procese degeneracije (slika 
1.1) (16). 
 
Slika 1.1: Imunohistokemični prikaz celice mikroglije v mirujočem stanju (levo) in v 
aktiviranem stanju (na sredini in desno) (17). 
1.1.1 Aktivacija mikroglije 
Celice mikroglije ob aktivaciji spremenijo svojo obliko, in sicer iz razvejane v ameboidno 
obliko, kot tudi izražanje genov in funkcionalne lastnosti. Aktivirane celice mikroglije so 
podobne makrofagom, sposobne so gibanja in fagocitoze ter predstavitve antigenov na 
svoji površini, poleg tega pa proizvajajo in v svojo okolico sproščajo številne vnetne 
dejavnike, preko katerih v svoji okolici povzročijo vnetni odziv in dodatno aktivirajo 
imunski sistem. Po drugi strani ob poškodbah nevronov mikroglija sprošča tudi 
nevrotrofične dejavnike, ki podpirajo preživetje zdravih ter spodbujajo regeneracijo 
poškodovanih nevronov (16). Uravnoteženo delovanje mikroglije je torej ključnega 
pomena pri ohranjanju dobre funkcije možganov in preprečevanju nevrodegeneracije. 
Čeprav je aktivacija mikroglije izrednega pomena pri zaščiti možganov pred patogeni in 
različnimi drugimi grožnjami, pa lahko njena prekomerna aktivacija in kronični vnetni 
odziv, ki ga izzove, privedeta do poškodb nevronov in nevrodegeneracije, ki lahko vodita 
do razvoja življenjsko ogrožajočih bolezenskih stanj, med njimi tudi do PB (18). 
1.1.2 Vloga mikroglije pri nevrodegeneraciji 
Vpletenost mikroglije kot dejavnika pri propadanju nevronov in razvoju 
nevrodegenerativnih obolenj, kot so AB, PB in številne druge, je že dolgo časa predmet 
raziskav. Znano je, da imajo kronični vnetni procesi in pretiran imunski odziv, do katerih 
pride ob prekomerni in slabo regulirani aktivaciji mikroglije, poglavitno vlogo pri 
Pertoci V. Vloga katepsina X v aktivaciji mikroglije, posredovani z agonisti TLR receptorjev. 
Magistrska naloga 
 
3 
 
nevrodegeneraciji in nastanku z njo povezanih obolenj. Aktivirana mikroglija povzroči 
poškodbe nevronov preko prekomernega sproščanja številnih citotoksičnih dejavnikov, 
med katerimi so reaktivne kisikove spojine (ROS), kot je superoksid, in vnetni mediatorji, 
kot je dušikov oksid (NO), ter vnetni citokini, kot so tumorje-nekrotizirajoči faktor α 
(TNF-α) in interlevkin-6 (IL-6). Dejavniki, ki lahko sprožijo pretirano aktivacijo 
mikroglije, so raznoliki in obsegajo vse od eksogenih toksinov, kot so bakterijske in 
virusne okužbe ter pesticidi, do poškodb nevronov. Poškodovani nevroni, do katerih lahko 
pride zaradi prvotne aktivacije mikroglije kot posledice zunanjih toksinov, sproščajo 
faktorje, kot so nevromelanin, α-sinuklein in laminin, ki dodatno aktivirajo mikroglijo. Vse 
to vodi v ponavljajoč se cikel kronične, prekomerne aktivacije mikroglije in progresivni 
propad nevronov ter posledični razvoj nevrodegenerativnih obolenj, kot je shematsko 
prikazano na sliki 1.2 (19). 
 
Slika 1.2: Shema, ki prikazuje cikel kronične aktivacije mikroglije (povzeto po (19)). 
1.2 RECEPTORJI TLR  
Celice mikroglije dobivajo informacije o stanju v svoji okolici preko številnih receptorjev 
na svoji površini. Eni izmed teh receptorjev so tudi Toll-u podobni receptorji, krajše TLR. 
Slednji spadajo v skupino receptorjev za prepoznavo molekularnih vzorcev (PRR), ki so 
pomemben del prirojene imunosti in prepoznavajo molekule, patogenom pridružene 
molekularne vzorce (PAMP), kot so enoverižna RNA (ssRNA), lipoproteini, 
lipopolisaharid (LPS) itd. (16, 20). Trenutno poznamo dvanajst različnih vrst receptorjev 
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TLR, ki se izražajo pri sesalcih. Celice mikroglije izražajo devet vrst receptorjev TLR, in 
sicer od TLR1 do TLR9. Predhodne raziskave so že pokazale, da so receptorji TLR 
potencialno udeleženi pri prekomerni aktivaciji mikroglije, ki vodi do nevrodegeneracije. 
Do slednjega pride, ko molekule PAMP sprožijo pretiran imunski odziv ali ko receptorji 
TLR vnetne stimulanse, kot so nekateri okoljski toksini, endogeni proteini in poškodbe 
nevronov, napačno prepoznajo kot patogene in se aktivirajo kljub odsotnosti patogenov 
(19, 21). Molekuli PAMP, ki ju pogosto uporabljamo v raziskavah mehanizmov aktivacije 
prirojenega imunskega odziva, sta LPS in poliinozinsko-policitidilna kislina (poly(I:C)) 
(22, 23). LPS je pomembna komponenta bakterijske celične stene po Gramu negativnih 
bakterij in se veže na receptor TLR4, poly(I:C) pa je sintetični analog dvo-verižne RNA 
(dsRNA), ki nastane kot stranski produkt replikacije virusov RNA ali DNA, ter se veže na 
receptor TLR3. Vezava omenjenih molekul PAMP na receptorja TLR sproži v celicah 
mikroglije signalizacijsko kaskado (slika 1.3), ki privede do aktivacije transkripcijskega 
jedrnega faktorja kappa B (NF-κB). Slednji spodbudi sintezo in sproščanje vnetnih 
citokinov, in sicer citokinov TNF-α in IL-6, ter vnetnega mediatorja NO, kar vodi v 
posredovanje vnetnega odziva (24). 
 
Slika 1.3: Mehanizem aktivacije mikroglije preko receptorjev TLR3 in TLR4, spodbujen z 
agonistoma poly(I:C) in LPS (povzeto po (25)).  
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1.3 CISTEINSKI KATEPSINI 
V zadnjem času obstaja vedno več dokazov, ki kažejo, da aktivirana mikroglija poleg 
vnetnih dejavnikov poveča tudi sintezo in izločanje lizosomskih katepsinov. Lizosomski 
katepsini so proteazni encimi, ki se nahajajo znotraj celičnih organelov, obdanih z 
membrano, imenovanih lizosomi. Lizosomi so pomembni za presnovo izven-celičnih 
proteinov in drugih makromolekul, ki pridejo v celico preko endocitoze, ter znotraj-
celičnih molekul pri procesu avtofagije. Cisteinski katepsini predstavljajo največjo družino 
katepsinov in zajemajo 11 različnih katepsinov (katepsin B, C, F, H, K, L, O, S, W, V in 
X), ki jim je skupno, da imajo v aktivnem mestu katalitično triado, sestavljeno iz 
aminokislinskih ostankov cisteina, histidina in asparagina. Sintetizirajo se iz neaktivnih 
prekurzorjev in se aktivirajo v kislem mediju znotraj lizosomov. Aktivnost cisteinskih 
katepsinov je strogo regulirana preko večih dejavnikov, med drugim tudi pH. Do 
nedavnega so predvidevali, da naj bi bila večina katepsinov, z izjemo katepsina S, aktivna 
samo v kislih pogojih znotraj lizosomov, medtem ko naj bi bili v nevtralnem okolju 
citosola in izven celic v glavnem neaktivni. Na podlagi tega so predvidevali, da je vloga 
cisteinskih katepsinov omejena predvsem na razgradnjo proteinov znotraj lizosomov. Te 
predpostavke so se v zadnjem času pokazale za pomanjkljive, saj se je izkazalo, da so 
katepsini udeleženi v številnih drugih fizioloških in patoloških procesih. Izvedli so že 
številne raziskave, v katerih so preverili udeleženost določenih katepsinov (npr. katepsina 
B, L in S) v procesih vnetja in nevrodegeneracije, povzročenih z aktivacijo mikroglije. V 
zadnjem času se pozornost posveča predvsem katepsinu X, za katerega je bilo že 
pokazano, da je pomemben regulator nevrodegeneracije, povzročene z vnetnimi procesi 
(18, 26, 27). 
1.3.1 Katepsin X 
Katepsin X je zadnji odkriti član iz družine cisteinskih peptidaz. Izkazuje določene 
edinstvene lastnosti, po katerih se razlikuje od ostalih katepsinov, tako po genskih in 
strukturnih lastnostih, kot po aktivnosti. Ima drugačno lokacijo gena kot ostali katepsini in 
se nahaja na kromosomu 20q13. Ima zelo kratko proregijo, ki vsebuje samo 38 
aminokislinskih ostankov in je tako najkrajši med katepsini. Prav tako ima poleg aktivnega 
mesta dodatno kratko zaporedje, sestavljeno iz treh aminokislinskih ostankov, ki tvorijo t.i. 
»mini zanko«. Prisotnost slednje naj bi bila pomembna pri karboksi-peptidazni aktivnosti 
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encima. Katepsin X je eksopeptidaza, ki izraža karboksipeptidazno aktivnost in lahko 
deluje kot karboksi-monopeptidaza in karboksi-dipeptidaza (28).  
Izražanje katepsina X je bilo sprva omejeno na celice imunskega sistema, predvsem 
monocite, makrofage in dendritične celice (29). Pred kratkim so povečano izražanje in 
povišano proteolitično aktivnost katepsina X zasledili tudi v mišjih možganih, natančneje, 
v celicah glije in nevronih v fazi staranja. Na mišjem modelu AB so ugotovili povečano 
izražanje katepsina X v okolici amiloidnih plakov, ki so histološki znak nastanka te 
bolezni, prav tako so povečano izražanje peptidaze v možganih ugotovili tudi na mišjem 
modelu ALS (30). Vse te ugotovitve nakazujejo na izražanje katepsina X v celicah CŽS in 
pomembno vlogo slednjega pri nevrodegenerativnih procesih. 
1.3.2 Vloga katepsina X pri nevrodegeneraciji 
V zadnjih letih je vse več študij povezalo prekomerno izražanje in aktivnost katepsina X v 
možganskih celicah z nevrodegenerativnimi procesi, prisotnimi v CŽS. Tako so pokazali 
povišano izražanje katepsina X in njegove proteolitične aktivnosti v možganskih celicah 
miši, tako nevronskih kot celicah glije, ki so bile podvržene staranju (31, 32). Na 
transgenem mišjem modelu AB so pokazali povišano izražanje katepsina X v celicah glije 
(30). Povišano izražanje katepsina X so opazili tudi v celicah mikroglije v okolici senilnih 
plakov, kjer pa je bila opazna ko-lokalizacija katepsina X z njegovo tarčo, γ-enolazo (30, 
33). Izkazalo se je, da katepsin X v nevronskih celicah deluje preko inaktivacije γ-enolaze. 
γ-Enolaza je glikolitični encim, ki se izraža v nevronskih celicah in celicah mikroglije in 
izkazuje nevrotrofično aktivnost, preko katere spodbuja preživetje, rast in regeneracijo 
nevronov, ter vzdrževanje njihovih specifičnih povezav. Ob poškodbah nevronov γ-
enolaza zaščiti nevrone pred nadaljnjim propadom in spodbuja njihovo regeneracijo, ter 
tako deluje nevroprotektivno. Katepsin X cepi C-konec γ-enolaze in s tem izniči njeno 
nevrotrofično aktivnost, kar vodi do zmanjšane zaščite nevronov. Po drugi strani zaviralci 
katepsina X preprečijo razgradnjo γ-enolaze in tako ohranijo njeno nevrotrofično aktivnost 
v nevronskih celicah, kar se odraža v spodbujeni rasti nevritov in povečanem preživetju 
nevronskih celic (33, 34).  
Vpletenost katepsina X pri procesih nevrodegeneracije je bila dodatno potrjena z 
raziskavo na 6-hidroksidopaminskem (6-OHDA) celičnem modelu, kjer je zaviranje 
katepsina X zmanjšalo apoptozo nevronskih celic po izpostavitvi le-teh nevrotoksičnemu 
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stimulansu 6-OHDA (35). Nadaljnja študija na celičnem modelu aktivirane mikroglije je 
pokazala, da se katepsin X povečano izraža tudi v celicah mikroglije po njeni stimulaciji z 
agonistom receptorja TLR4, hkrati pa stimulacija z LPS povzroči sproščanje katepsina X v 
zunajcelični prostor, kot je značilno tudi za vnetne dejavnike. Katepsin X tako dodatno 
stimulira vnetni odziv celic mikroglije in preko tega pospešuje degeneracijo nevronov, kar 
dodatno nakazuje na pomembno vlogo te peptidaze v procesu nevrodegeneracije, 
povzročene preko vnetja (16). Degenerativno vlogo katepsina X je potrdila uporaba 
specifičnega zaviralca katepsina X AMS36, ki je zaviral sproščanje pro-vnetnih dejavnikov 
iz aktivirane mikroglije in s tem zmanjšal z mikroglijo-posredovano nevrotoksičnost (slika 
1.4). Zaviralec AMS36 je zavrl sproščanje vnetnega mediatorja NO, ROS in vnetnih 
citokinov IL-6 in TNF-α iz celic mikroglije, zmanjšal pa je tudi delež celične smrti oz. 
apoptoze aktivirane mikroglije, in sicer preko znižanja aktivnosti kaspaze-3 in zaviranja z 
mitogenom aktivirane protein kinazne (MAPK) signalne poti. Prav tako je zaviralec 
katepsina X zmanjšal nevrotoksične učinke aktivirane mikroglije na nevronske celice, kot 
je bilo prikazano na ko-kulturnem modelu (18). 
 
Slika 1.4: Mehanizem vpletenosti katepsina X pri z vnetjem povzročeni nevrodegeneraciji 
(povzeto po (18)). 
Čeprav je bila aktivacija mikroglije z agonistoma receptorjev TLR, LPS in poly(I:C), 
že predmet raziskav, podrobni mehanizmi omenjene aktivacije še niso bili raziskani (23). 
Učinek ko-stimulacije celic mikroglije preko obeh receptorjev TLR, torej receptorjev 
TLR3 in TLR4 in vpliv le-te na stopnjo vnetnega odziva tako še ni bil raziskan, kot tudi ne 
vloga in delovanje katepsina X v tovrstni ko-stimulaciji celic mikroglije. V nadaljevanju 
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smo se zato osredotočili na vrednotenje vpliva ko-stimulacije celic mikroglije preko obeh 
receptorjev TLR (TLR3/TLR4), z uporabo agonistov LPS in poly(I:C), na aktivacijo 
mikroglije in posledični vnetni odziv, s poudarkom na opredelitvi vloge katepsina X v 
omenjenem procesu. 
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2 NAMEN DELA 
Celice mikroglije opravljajo v CŽS vlogo imunskih celic in se aktivirajo, kadar pride v 
centralnem živčevju do porušenja homeostaze. Prekomerno aktivirana mikroglija sprošča v 
svojo okolico številne vnetne dejavnike in povzroča vnetni proces, ki sovpada s 
propadanjem nevronov in potencialnim razvojem številnih nevrodegenerativnih obolenj. 
Vlogo pomembnih dejavnikov v vnetnih procesih, povezanih z aktivacijo mikroglije, se v 
zadnjem času pripisuje tudi družini cisteinskih katepsinov, med katere spada katepsin X. 
Za slednjega je bilo že pokazano, da je pomemben regulator nevrodegeneracije, 
povzročene z vnetnimi procesi. 
Namen magistrskega dela je z uporabo agonistov receptorjev TLR4 in TLR3, LPS 
in poly(I:C), postaviti celični model aktivirane mikroglije s pomočjo celic BV2, ter na 
njem ovrednotiti vpliv ko-stimulacije celic z LPS in poly(I:C) na aktivacijo mikroglije, in 
sicer preko spremljanja sprememb v celičnem preživetju in sproščanju vnetnih dejavnikov, 
kot so NO in vnetni citokini. 
Hkrati želimo na omenjenem celičnem modelu opredeliti vlogo katepsina X v aktivaciji 
mikroglije, zatorej bomo spremljali njegov nivo izražanja in aktivnost v aktiviranih celicah 
mikroglije ter vpliv ko-stimulacije celic na izločanje katepsina X iz aktivirane mikroglije. 
Opazovali pa bomo tudi znotrajcelično lokalizacijo katepsina X v aktiviranih celicah 
mikroglije, s čimer bomo dodatno preverili domneve o njegovem sproščanju iz celic. 
Prav tako želimo z uporabo specifičnega zaviralca katepsina X, AMS36, ovrednotiti 
vpliv zaviranja katepsina X na samo aktivacijo celic mikroglije ter jakost vnetnega odziva, 
kar bomo preverili preko določanja koncentracije sproščenih vnetnih dejavnikov, in sicer 
določanja NO in vnetnih citokinov. Morebitni zaščitni vpliv zaviralca AMS36 na celice 
mikroglije po izpostavitvi agonistoma LPS in poly(I:C) bomo preverili z določanjem 
deleža celičnega preživetja oz. apoptoze aktiviranih celic mikroglije. 
Na koncu bomo z uporabo ko-kulturnega modela mikroglija-nevronske celice 
ovrednotili tudi zaščitni vpliv zaviranja katepsina X na preživetje nevronskih celic oz. 
vpliv na zaviranje degeneracije le-teh, zaradi izpostavljenosti supernatantom aktivirane 
mikroglije in s tem sproščenim vnetnim dejavnikom. 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Reagenti 
Reagenti in topila, ki smo jih uporabljali pri eksperimentalnem delu magistrske naloge, so 
navedeni v Preglednici I. 
Preglednica I: Seznam uporabljenih reagentov in topil z navedenim proizvajalcem. 
Reagent Proizvajalec 
Ac-DEVD-AFC Bachem 
Abz-Phe-Glu-Lys(Dnp)-OH Jiangsu Vcare PharmaTech Co. 
Advanced DMEM (aDMEM) Gibco, Thermo Fisher Scientific 
akrilamid  Sigma-Aldrich 
amonijev persulfat Sigma-Aldrich 
CHAPS Sigma-Aldrich 
C6H8O7 × H2O (citronska kislina monohidrat) Riedel-de Haën 
DMSO Sigma-Aldrich 
DTT Sigma-Aldrich 
EDTA Sigma-Aldrich 
FBS  Gibco, Thermo Fisher Scientific 
Glicin Riedel-de Haën 
HEPES Sigma-Aldrich 
KCl Sigma-Aldrich 
komplet reagentov: Annexin V-FITC/PI Sigma-Aldrich 
komplet reagentov: DC Protein Assay Kit Bio-Rad Laboratories 
komplet reagentov: Griess Reagent System Promega 
komplet reagentov: BD CBA Mouse Th1/Th2/Th17 
Cytokine Kit 
BD Biosciences 
L-glutamin Sigma-Aldrich 
LPS Sigma-Aldrich 
Mleko Pomurske mlekarne 
MTS Promega 
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Na-acetat Sigma-Aldrich 
NaCl Sigma-Aldrich 
Na2CO3 Fluka 
NaDS Sigma-Aldrich 
NaHCO3 Riedel-de Haën 
NaH2PO4 × 2H2O Riedel-de Haën 
Na2HPO4 × 2H2O Riedel-de Haën 
NaN3 Merck 
Nigrozin Sigma-Aldrich 
PBS pufer Sigma-Aldrich 
PEG 8000 Sigma-Aldrich 
penicilin/streptomicin Sigma-Aldrich 
PI (propidijev jodid) Invitrogen 
PIPES Sigma-Aldrich 
poly(I:C) Sigma-Aldrich 
ProLongAntifade reagent Thermo Fisher Scientific 
Sukroza Sigma-Aldrich 
TEMED Sigma-Aldrich 
TMB Sigma-Aldrich 
Tripsin Sigma-Aldrich 
Tris Riedel-de Haën 
Triton X-100 Sigma-Aldrich 
Tween 20 Fluka 
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3.1.2 Protitelesa in standardi 
Protitelesa in standardi, ki smo jih uporabili pri eksperimentalnem delu magistrske naloge, 
so navedeni v Preglednici II. 
Preglednica II: Seznam primarnih in sekundarnih protiteles, ter standardov z navedenim 
proizvajalcem. 
Protitelesa in standardi Proizvajalec 
BSA standard (goveji serumski albumin) Sigma-Aldrich 
kozja protitelesa proti katepsinu X (AF934) R&D Systems 
kunčja protitelesa proti iNOS Abcam 
kunčja protitelesa proti LAMP1 Sigma-Aldrich 
mišja protitelesa proti kadherinu Abcam 
mišja protitelesa proti katepsinu X 3B10, označena s HRP R&D Systems 
mišja protitelesa proti β-aktinu Sigma-Aldrich 
protitelesa proti kunčjim, označena s HRP Santa Cruz Biotechnology 
protitelesa proti mišjim, označena s HRP Millipore 
protitelesa proti kozjim, označena z AlexaFluor 555 Molecular Probes 
protitelesa proti mišjim, označena z AlexaFluor 488 Molecular Probes 
protitelesa proti kozjim, označena z AlexaFluor 633 Molecular Probes 
protitelesa proti kunčjim, označena z AlexaFluor 555 Molecular Probes 
označevalec velikosti proteinov  
(See Blue Plus 2 Pre-Stained Standard (1x)) 
Invitrogen 
 
3.1.3 Zaviralec katepsina X 
Zaviralec katepsina X, AMS36, katerega smo uporabili za izvajanje eksperimentalnega 
dela, je bil sintetiziran na Katedri za farmacevtsko kemijo na Univerzi v Ljubljani, 
Fakulteti za farmacijo (slika 3.1). Čistost zaviralca AMS36 je bila 96 %. 
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Slika 3.1: Prikaz stopenj sinteze zaviralca katepsina X, AMS36 (35). 
3.1.4 Laboratorijska oprema 
Laboratorijska oprema, ki smo jo uporabljali pri eksperimentalnem delu magistrske naloge, 
je navedena v Preglednici III. 
Preglednica III: Seznam laboratorijske opreme z navedenim proizvajalcem.  
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
aparatura za NaDS PAGE Bio-Rad Laboratories 
aparatura za prenos western iBlot™ 2 Invitrogen 
aparatura za sonificiranje Mikro+polo 
avtomatske pipete Eppendorf; Mikro+polo 
centrifuga (celični laboratorij) HERAEUS MEGAFUGE 16R Thermo Fisher Scientific  
centrifuga (biotehnološki laboratorij) Eppendorf 
centrifugirke TPP 
CO2 inkubator (celični inkubator) CB 210 BINDER 
čitalec mikrotitrskih plošč Tecan Safire2 Tecan 
elektronske avtomatske pipete Biohit (eLine) 
gojiščne plastenke za gojenje celičnih kultur TPP 
hladilnik/zamrzovalnik (+4 °C/-20 °C) Gorenje (Simplicity) 
Inkubator WTB BINDER 
invertni mikroskop Nikon TMS 
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komora z laminarnim pretokom zraka  PIO SMBC 183 AV 
konfokalni mikroskop Carl Zeiss LSM 710 
mikrotitrske plošče s 96 vdolbinicami TPP 
mikrotitrske plošče s 24 in s 6 vdolbinicami Corning Costar 
mikrotitrska plošča za test ELISA Thermo Scientific 
multikanalni avtomatski pipetor Corning Costar 
naprava G-Box Syngene 
objektna stekelca Thermo Scientific 
pretočni citometer FACS Calibur BD Biosciences 
serološke pipete Sarstedt 
vibracijski mešalnik Tehtnica 
vodna kopel (37 °C) Keison Products 
zamrzovalnik (-80 °C) Gorenje 
3.1.5 Pufri in raztopine 
Sestava pufrov, ki smo jih uporabljali pri eksperimentalnem delu magistrske naloge je 
navedena spodaj. 
Pufri za ELISA test: 
Pufer A: 
 1,6 mL Na2CO3 
 2,94 g NaHCO3 
 0,2 g NaN3 
Dopolnimo z dH2O do 1 L in uravnamo 
pH na 9,6. 
Pufer B (za spiranje mikrotitrske plošče): 
 8,5 g NaCl 
 1,34 g Na2HPO4 × 2H2O 
 2,94 g NaH2PO4 × 2H2O 
 0,5 g Tween 20 
Dopolnimo z dH2O do 1 L in uravnamo 
pH na 7,2. 
 
Pufer C: 
 2 g BSA/100 mL pufra B 
Substratni pufer za TMB: 
 21 g C6H8O7 × H2O 
 17,8 g Na2HPO4 × 2H2O 
Dopolnimo z dH2O do 1 L in uravnamo 
pH na 6,0. 
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Ostali pufri: 
Lizirni pufer za katepsin X: 
 0,05 M Na-acetat (pH=5,5) 
 1 mM EDTA 
 0,1 M NaCl 
 0,25 % Triton X-100 
 
Lizirni pufer za kaspaze: 
 0,1 % Triton X-100 
 100 mM fosfatni pufer (pH=6,0) 
 1,3 mM EDTA 
 100 mM NaCl 
Aktivacijski pufer za katepsin X: 
 100 mM Na-acetat (pH=5,5) 
 0,1 % PEG 8000 
 5 mM DTT* 
 1,5 mM EDTA* 
* Dodamo tik pred merjenjem. 
Lizirni pufer za signalizacijo: 
 50 mM HEPES (pH=6,5) 
 150 mM NaCl 
 1 mM EDTA 
 1 % Triton X-100 
 
 
Aktivacijski pufer za kaspaze: 
 20 mM PIPES (pH=7,2) 
 10 % sukroze 
 0,1 % CHAPS 
 1 mM EDTA 
 100 mM NaCl 
 20 mM DTT* 
* Dodamo tik pred merjenjem. 
10-kratni elektroforezni pufer (pH=8,3): 
 29,0 g Tris baze 
 144,0 g glicina 
 10,0 g NaDS 
Dopolnimo z dH2O do 1 L. Pred 
uporabo pufer redčimo 10-krat z dH2O. 
 
TTBS pufer: 
 250 mM Tris baza 
 1370 mM NaCl 
 30 mM KCl 
 0,1 % Tween 20 
 
 
 
 
»Stripping« pufer: 
 20 mL 10 % NaDS 
 12,5 mL 0,5 M Tris-HCl (pH=6.8) 
 0,8 mL β-merkaptoetanol 
Dopolnimo z dH2O do 100 mL.  
Pertoci V. Vloga katepsina X v aktivaciji mikroglije, posredovani z agonisti TLR receptorjev. 
Magistrska naloga 
 
16 
 
3.1.6 Gojišča 
Sestava gojišč, ki smo jih uporabljali za gojenje celičnih kultur pri eksperimentalnem delu 
magistrske naloge, je navedena spodaj. 
Gojišče za celice BV2 in SH-SY5Y: 
 88 % aDMEM 
 10 % FBS 
 1 % penicilin/streptomicin 
 1 % L-glutamin 
 
Gojišče za izvajanje testov (brez-serumsko 
gojišče za celice BV2): 
 98 % aDMEM 
 1 % penicilin/streptomicin 
 1 % L-glutamin 
 
Gojišče za zamrzovanje celic: 
 50 % aDMEM 
 40 % FBS 
 10 % DMSO 
 
 
3.1.7 Celične kulture 
Celična kultura BV2: 
Pri eksperimentalnem delu smo večino poskusov izvedli na celični kulturi BV2. Celično 
kulturo BV2 sestavljajo adherentne celice mikroglije, vzgojene iz celične kulture, 
pridobljene z eksplantacijo iz možganov 8 dni stare miške (36). 
Celična kultura SH-SY5Y: 
Celično kulturo SH-SY5Y smo uporabili pri testu določanja preživetja nevronskih celic na 
ko-kulturnem modelu mikroglija-nevronske celice. Celično kulturo SH-SY5Y sestavljajo 
nesmrtne nevronske celice, ki izvirajo iz človeškega tumorja nevroblastoma, ki se pojavlja 
v simpatičnem živčevju (37). 
3.1.7.1 Odmrzovanje celičnih kultur 
Celice, ki so bile shranjene v tekočem dušiku pri - 196 °C, smo hitro odmrznili na vodni 
kopeli s temperaturo 37 °C. Odmrznjene celice smo nato resuspendirali v 8 mL ustreznega 
gojišča (za posamezno celično kulturo), ki smo ga predhodno ogreli na 37 °C. Celično 
suspenzijo smo centrifugirali 5 min pri 1200 obratih/min, da so celice sedimentirale na dno 
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centrifugirke. Po centrifugiranju smo supernatant zavrgli, celice pa smo ponovno 
resuspendirali v ustreznem svežem gojišču (ogretem na 37 °C), ter jih prenesli v gojiščno 
plastenko. 
3.1.7.2 Gojenje celičnih kultur 
Celične kulture gojimo vedno v aseptičnih pogojih, kar pomeni, da z njimi »rokujemo« v 
komori z laminarnim pretokom zraka (LAF komori), delovno površino pred pričetkom in 
po koncu dela razkužimo z 70 % etanolom, pri delu pa uporabljamo sterilne reagente in 
pribor. Celice gojimo v posebnih gojiščnih plastenkah, ki jih shranjujemo v celičnem 
inkubatorju pri temperaturi 37 °C v z vlago nasičeni atmosferi, s 5 % CO2. 
Da omogočimo vstop zraka v gojiščno plastenko, v celičnem inkubatorju zamaška 
nikoli ne privijemo do konca, razen če uporabljamo zamaške s filtrom. Celice med 
gojenjem opazujemo pod invertnim mikroskopom, spremljamo njihovo rast in gostoto. Ko 
celice prerastejo 70 do 80 % površine gojiščne plastenke, kar se zgodi po navadi v 3 do 4 
dneh, jim moramo izrabljeno gojišče zamenjati s svežim. Če gojišča ne zamenjamo dovolj 
pogosto, začnejo zaradi pomanjkanja hranilnih snovi in kopičenja razgradnih produktov v 
izrabljenem gojišču celice odmirati.  
Pri delu smo uporabili adherentne celične kulture, celice BV2 in SH-SY5Y, ki se 
pritrdijo na dno gojiščne plastenke. Zatorej smo morali pred redčitvijo celic in menjavo 
gojišča celice najprej tripsinizirati. Tripsinizacijo smo izvedli tako, da smo iz gojiščne 
plastenke najprej odstranili izrabljeno gojišče, nato smo celice previdno sprali s približno 5 
mL 0,02 % EDTA v PBS pufru, na koncu pa smo v gojiščno plastenko odpipetirali 5 mL 
0,02 % EDTA v PBS pufru in dodali tripsin (0,05 %). Gojiščno plastenko smo nato 
postavili v celični inkubator in inkubirali približno 10 min pri 37 °C. Celice so se v tem 
času večinoma odlepile s podlage in so prosto plavale v raztopini v obliki suspenzijskih 
celic, kar smo lahko videli pod invertnim mikroskopom. V gojiščno plastenko smo dodali 
približno 5 mL svežega, na 37 °C ogretega gojiščnega medija, da smo nevtralizirali učinek 
tripsina in suspenzijo celic prenesli v centrifugirko. Centrifugirali smo 5 min pri 1200 
obratih/min. Po centrifugiranju smo supernatant zavrgli, celice pa smo resuspendirali v 
svežem gojiščnem mediju. Na tem mestu smo odvzeli določeno količino celic, ki smo jih 
potrebovali za posamezen poskus, ostalo pa smo vrnili nazaj v gojiščno plastenko. 
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3.1.7.3 Štetje celic 
Pri večini poskusov moramo za uspešno in pravilno izvedbo poskusa, poznati točno število 
celic, ki jih uporabimo, zato celice pred nastavitvijo določenega poskusa preštejemo. To 
smo storili tako, da smo adherentne celice najprej tripsinizirali in jih homogeno 
suspendirali. Odvzeli smo 50,0 μL homogene celične suspenzije ter ji dodali 50,0 μL 0,2 % 
nigrozina – barvila, ki mrtve celice obarva črno. Suspenzijo smo nanesli na objektno 
stekelce s števno komoro in pod invertnim mikroskopom prešteli žive celice. Število celic 
v celotnem volumnu celične suspenzije smo izračunali po naslednji enačbi (enačba 1): 
 
N = N' × 2 × 104 [mL-1]                                                                                            Enačba 1 
 
N…število celic v celotnem volumnu celične suspenzije 
N'…povprečno število pod mikroskopom preštetih celic 
3.1.7.4 Zamrzovanje celične kulture BV2 
Po uspešni odmrznitvi celic BV2 in SH-SY5Y smo del vitalnih celic zopet zamrznili v 
tekočem dušiku (-196 °C), da imamo na voljo celično linijo skozi daljši čas. Celice smo 
najprej tripsinizirali in homogeno resuspendirali v svežem gojišču. Iz števila celic, ki smo 
ga predhodno določili, smo izračunali količino celične suspenzije, ki smo jo odmerili v 
posamezno vialo, tako da je bilo v vsaki viali približno 3 milijone celic. V vsako vialo smo 
dodali gojišče za zamrzovanje celic in celice resuspendirali, nato pa smo viale shranili v 
zamrzovalniku (-80 °C). Viale smo pustili v zamrzovalniku čez noč, naslednji dan pa smo 
jih prenesli v tekoči dušik, kjer smo jih shranili pri -196 °C.  
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3.2 METODE 
3.2.1 Določanje celičnega preživetja s testom MTS 
MTS test je kolorimetrična metoda za določanje viabilnosti celic pri študijah proliferacije 
oz. citotoksičnosti, z ugotavljanjem aktivnosti mitohondrijske dihalne verige. Reagent 
vsebuje tetrazolijevo sol druge generacije, MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazol) in elektron sklopitveni reagent PES 
(fenazin etosulfat), ki poveča kemično stabilnost raztopine. MTS prehaja celično 
membrano in se v celici s pomočjo dehidrogenaznih encimov reducira v vodotopen, 
obarvan produkt formazan, ki prosto prehaja v gojišče. Količino formazana v gojišču 
določimo z merjenjem absorbance pri valovni dolžini 492 nm. Izmerjena absorbanca 
formazana je sorazmerna številu živih celic v vzorcu (38). 
Test MTS smo uporabili za določanje celičnega preživetja celic BV2 po stimulaciji 
z reagentoma LPS in poly(I:C), ter za določanje celičnega preživetja nevronskih celic SH-
SY5Y po izpostavitvi dejavnikom izločenih iz aktiviranih celic mikroglije, pri čemer smo 
se poslužili ko-kulturnega modela mikroglija-nevronske celice.  
Izvedba: 
Preživetje celic BV2: 
Na mikrotitrsko ploščo s 96 vdolbinicami smo nanesli v vsako vdolbinico po 100 μL 
homogene celične suspenzije celic BV2 (5 x 103/100 μL) v ustreznem gojišču. Ploščo smo 
nato čez noč inkubirali v celičnem inkubatorju pri 37 °C, da so se celice pritrdile na dno 
vdolbinic. Naslednji dan smo s celic previdno odstranili izrabljeno gojišče in v vdolbinice 
nanesli po 100 μL vnaprej pripravljenih raztopin reagentov LPS in/ali poly(I:C) v brez-
serumskem gojišču. Za stimulacijo celic BV2 smo uporabili različne koncentracije raztopin 
LPS (0,1 – 10 μg/mL) in poly(I:C) (5 – 25 μg/mL). V vdolbinice, kjer so bile celice, ki so 
služile kot kontrola, pa smo nanesli samo brez-serumsko gojišče. Ploščo smo ponovno 
inkubirali v celičnem inkubatorju, do določene časovne točke (24 h, 48 h ali 72 h). Po 
končani stimulaciji celic BV2 smo v vsako vdolbinico mikrotitrske plošče dodali 10 μL 
reagenta MTS in inkubirali še približno 1 h v celičnem inkubatorju pri 37 °C. Količino 
produkta formazana, ki se je sprostila v gojišče smo določili spektrofotometrično, z 
merjenjem absorbance pri valovni dolžini 492 nm s samodejnim čitalcem mikrotitrskih 
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plošč Tecan Safire2. Iz dobljenih absorbanc smo izračunali delež preživelih celic po enačbi 
2: 
Celično preživetje (%) = (Avzorec-Avzorec-slepa/Akontrola-Akontrola-slepa) × 100               Enačba 2 
Avzorec, Akontrola … izmerjeni absorbanci vzorca tretiranih in kontrolnih celic 
Avzorec-slepa, Akontrola-slepa … izmerjeni absorbanci slepih vzorcev tretiranih in kontrolnih celic 
Preživetje celic SH-SY5Y: 
Da bi preverili vpliv aktivacije celic mikroglije in dejavnikov, ki se sproščajo iz aktiviranih 
celic mikroglije na okoliške nevronske celice, smo postavili ko-kulturni model mikroglija-
nevronske celice. Uporabili smo celično kulturo nevronskih celic SH-SY5Y, ki smo jih 
nagojili na mikrotitrsko ploščo s 96 vdolbinicami. Na drugi mikrotitrski plošči smo nagojili 
celice mikroglije BV2 in jih tretirali z reagentoma LPS (1 μg/mL) in/ali poly(I:C) (10 
μg/mL). Za določanje vpliva zaviranja katepsina X na posredovan vnetni odziv na celice 
SH-SY5Y, smo celice BV2 pred njihovo stimulacijo pred-tretirali 1 h z zaviralcem AMS36 
(10 μM). Stimulacija celic BV2 je trajala 24 h. Po končani stimulaciji smo s celic BV2 
odvzeli izrabljeno gojišče - celične supernatante. Zbrane supernatante smo centrifugirali 5 
min pri 1200 obratih/min, da smo odstranili morebitne celične delce, ter jih nato prenesli v 
vdolbinice mikrotitrske plošče na predhodno nagojene celice SH-SY5Y. Celice SH-SY5Y 
smo tretirali s supernatanti celic BV2 v časovnem obdobju 24 in 48 h. Po končani 
inkubaciji smo določili celično preživetje nevronskih celic SH-SY5Y s testom MTS po 
zgoraj opisanem postopku. Rezultate smo predstavili kot % celičnega preživetja glede na 
kontrolne celice, ki niso bile tretirane. 
3.2.2 Določanje količine NO v supernatantih mikroglije 
NO je eden od številnih vnetnih mediatorjev, ki jih sproščajo aktivirane celice mikroglije 
in nam služi kot kazalec uspešne aktivacije mikroglije. Količino NO v supernatantu 
določamo posredno, z merjenjem količine nitrita (NO2-), primarnega in stabilnega 
produkta, ki nastane pri razgradnji NO. Metoda, ki jo uporabljamo, t. i. test po Griessu, 
temelji na reakciji diazotiranja (slika 3.2). Za izvedbo testa uporabljamo komplet reagentov 
– Griess reagent system (Promega), ki vsebuje reagenta sulfanilamid in NED (N-1-
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naftiletilendiamonijev diklorid), ki z nitritom reagirata do obarvane azo spojine, 
absorbanco katere določimo spektrofotometrično. Za kvantifikacijo nitrita v vzorcu, 
izrišemo umeritveno krivuljo z uporabo standarda natrijevega nitrita (NaNO2). Končno 
koncentracijo NO v vzorcu izračunamo iz umeritvene krivulje (39). 
 
 
Slika 3.2: Kemijska reakcija diazotiranja s katero določamo količino NO (39). 
Izvedba: 
Priprava vzorcev: 
Celice BV2 smo nacepili na mikrotitrsko ploščo s 24 vdolbinicami (5 x 104/700 μL) in 
inkubirali čez noč, da so se pritrdile na podlago. Naslednji dan smo celice stimulirali z 
reagentoma LPS (1 μg/mL) in/ali poly(I:C) (10 μg/mL) v brez-serumskem gojišču v 
različnih časovnih točkah (16, 24 in 48 h). Del celic smo pred tem pred-tretirali z 
zaviralcem katepsina X, AMS36 (10 μM) 60 min, drugemu delu celic (brez AMS36), pa 
smo kot kontrolo dodali ustrezno koncentracijo DMSO. Po končani stimulaciji celic smo s 
celic odvzeli gojišče – supernatant. Supernatante smo centrifugirali 5 min pri 2000 
obratih/min in prenesli v sveže epice. 
Merjenje NO po Griessu: 
Najprej smo s stopenjskim redčenjem pripravili raztopine standarda NaNO2 različnih 
koncentracij za umeritveno krivuljo. Na mikrotitrsko ploščo s 96 vdolbinicami smo nanesli 
raztopine standardov v treh paralelah in vzorce (supernatante) v dveh paralelah, v vsako 
vdolbinico po 50 μL. Nato smo v vsako vdolbinico dodali po 50 μL reagenta sulfanilamid 
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in ploščo inkubirali 10 min pri sobni temperaturi, zaščiteno pred svetlobo z alu folijo. Nato 
smo v vdolbinice nanesli še po 50 μL reagenta NED in ponovno inkubirali 5 do 10 min, pri 
sobni temperaturi, zaščiteno pred svetlobo. Po končani inkubaciji smo v roku 30 min 
izmerili absorbanco nastale azo spojine pri valovni dolžini 550 nm z avtomatskim čitalcem 
mikrotitrskih plošč Tecan Safire2. Iz povprečnih izmerjenih absorbanc standardov smo 
izrisali umeritveno krivuljo, s pomočjo katere smo izračunali koncentracije NO v vzorcih. 
3.2.3 Določanje deleža celičnega preživetja s pretočno citometrijo 
Pretočna citometrija je tehnika, s katero pridobivamo podatke o fizikalnih in biokemičnih 
lastnostih posameznih celic. V pretočnem citometru (slika 3.3) tečejo celice v suspenziji 
skozi tok nosilne tekočine, pri čemer se ustvari laminarni tok, v katerem se celice razvrstijo 
ena za drugo in posamezno prehajajo skozi snop laserskega žarka. Pri prehodu celic skozi 
snop svetlobe pride do odboja oz. razprševanja svetlobe, kar zaznata fotodetektorja, ki 
merita prednje in stransko sipanje svetlobe. Iz tega pridobimo podatke o velikosti in 
granuliranosti celic. Za pridobivanje dodatnih informacij o funkcionalnih lastnostih celic, 
celice predhodno označimo s fluorescenčnimi barvili. Slednja pri prehodu skozi laserski 
žarek prehajajo v vzbujeno stanje in emitirajo svetlobo določenih valovnih dolžin, ki jo 
zaznavajo posamezni fluorescenčni detektorji, nameščeni na pretočnem citometru. 
Fotodetektorji prejete svetlobne signale pretvorijo v električne signale, ki jih obdela 
računalnik (40, 41). 
 
Slika 3.3: Shema pretočnega citometra (40). 
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Za določanje deleža celičnega preživetja uporabljamo fluorescenčni interkalatorski 
reagent propidijev jodid (PI). PI prehaja poškodovane membrane mrtvih celic in se vgradi 
med bazne pare DNA. Ker ne more prehajati nepoškodovane membrane živih celic označi 
samo mrtve celice, zato ga lahko uporabljamo za določanje deleža celičnega preživetja. 
Celice v obliki suspenzije obsevamo z vzbujevalno svetlobo pri 535 nm in merimo 
intenziteto oddane svetlobe pri 617 nm, ki je sorazmerna z deležem PI pozitivnih oz. 
mrtvih celic v vzorcu (43). 
Izvedba: 
Celice BV2 smo nacepili na mikrotitrsko ploščo s 24 vdolbinicami (5 x 104/700 μL) in 
inkubirali čez noč, da so se pritrdile na podlago. Naslednji dan smo celice stimulirali z 
reagentoma LPS (1 μg/mL) in/ali poly(I:C) (10 μg/mL) v brez-serumskem gojišču v 
različnih časovnih točkah (24 in 48 h), v prisotnosti oz. odsotnosti 10 μM zaviralca 
katepsina X, AMS36. Celicam brez zaviralca smo kot kontrolo dodali 10 μM DMSO. Po 
končani inkubaciji smo s celic odstranili izrabljeno gojišče in dodali raztopino 0,02 % 
EDTA v PBS pufru z dodatkom tripsina (0,05 %). Celice smo ponovno inkubirali v 
celičnem inkubatorju pri 37 °C, 10 min, da so se odlepile od podlage. Po končani 
inkubaciji smo celice prenesli v centrifugirke za pretočno citometrijo in jih sprali z 2 mL, 
na 37 °C ogretega pufra PBS, ter jih centrifugirali 5 min pri 2000 obratih/min. Supernatant 
smo zavrgli in celice resuspendirali v 250 μL ogretega pufra PBS. V centrifugirke s 
suspenzijo celic smo dodali 5 μL PI, nato pa smo jih 15 min inkubirali pri 37 °C. 
Fluorescenco vzorcev smo pomerili s pretočnim citometrom FACSCalibur in podatke 
analizirali s programsko opremo FlowJo. Rezultate smo predstavili kot delež PI pozitivnih 
celic v posameznem vzorcu glede na ustrezni vzorec kontrole.  
3.2.4 Določanje deleža apoptotičnih celic s pretočno citometrijo 
Za določanje deleža apoptotičnih celic v vzorcu uporabljamo komercialno dostopne 
komplete reagentov – fluorescenčnih barvil, s katerimi označimo celice pred merjenjem s 
pretočnim citometrom. Reagenta, ki ju uporabimo, sta Aneksin V-FITC (Aneksin V, 
konjugiran s fluorokromom fluorescein izotiocianatom) in PI. Aneksin V se veže na 
molekule fosfatidilserina, ki se ob pričetku apoptoze premaknejo iz notranje strani 
plazemske membrane, kjer se sicer nahajajo, na zunanjo površino plazemske membrane 
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celic. Na tak način z Aneksinom V označimo samo celice, v katerih poteka apoptoza. PI 
lahko prehaja samo skozi porušeno membrano mrtvih celic in torej označi samo mrtve 
celice. Z uporabo kombinacije obeh reagentov lahko določimo delež živih, apoptotičnih ter 
nekrotičnih celic v vzorcu (42). 
Izvedba: 
Celice BV2 smo vzgojili in tretirali po enakem postopku kot pri določanju celičnega 
preživetja s pretočno citometrijo, ki je opisano zgoraj. Po končani inkubaciji smo s celic 
odstranili izrabljeno gojišče in jih tripsinizirali z 0,02 % EDTA v PBS pufru z dodatkom 
tripsina (0,05 %). Celice smo ponovno inkubirali v celičnem inkubatorju pri 37 °C, 10 min, 
da so se odlepile od podlage. Nato smo jih prenesli v centrifugirke za pretočno citometrijo 
in jih sprali z 2 mL pufra PBS, ter jih centrifugirali 5 min pri 2000 obratih/min. 
Supernatant smo zavrgli in celice resuspendirali v 250 μL 1 × vezalnega pufra. Vsaki 
celični suspenziji smo nato dodali 2,5 μL Aneksina V-FITC in 5 μL PI. Vzorce smo 
zaščitili pred svetlobo z alu folijo in jih inkubirali pri sobni temperaturi natanko 10 min. 
Fluorescenco smo pomerili s pretočnim citometrom FACSCalibur in podatke analizirali s 
programsko opremo FlowJo. Iz dobljenih rezultatov smo izračunali delež živih celic 
(PIneg/Aneksin V-FITCneg), zgodnje apoptotičnih celic (PIneg/Aneksin V-FITCpoz), pozno 
apoptotičnih celic (PIpoz/Aneksin V-FITCpoz) in nekrotičnih oz. mrtvih celic (PIpoz/Aneksin 
V-FITCneg) v posameznem vzorcu. Rezultate smo podali kot celokupni delež apoptotičnih 
celic, torej zgodnje apoptotičnih in pozno apoptotičnih celic. 
3.2.5 Določanje koncentracije citokinov v celičnih supernatantih 
Za določanje koncentracij citokinov v vzorcih celičnih supernatantov smo uporabili 
komercialno dostopen komplet reagentov za določanje citokinov z uporabo pretočne 
citometrije (komplet reagentov: BD CBA Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit). Komplet 
vsebuje kroglice, prevlečene z mišjimi protitelesi, na katere se vežejo citokini. Vsaka 
kroglica je konjugirana s specifičnim protitelesom za določevanje specifičnega citokina. 
Določimo lahko 7 različnih vrst citokinov: interlevkin 2 (IL-2), interlevkin 4 (IL-4), 
interlevkin 6 (IL-6), interferon gama (IFN-γ), tumorje-nekrotizirajoči faktor α (TNF-α), 
interlevkin 17A (IL-17A) in interlevkin 10 (IL-10). Za detekcijo uporabimo priloženi 
reagent, ki je sestavljen iz protiteles konjugiranih s fluorescenčnim barvilom fikoeritrinom, 
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katerega fluorescenca se spreminja glede na količino vezanega analita. Kroglice 
konjugirane s protitelesi za vezavo citokinov inkubiramo skupaj s preiskovanim vzorcem 
ali rekombinantnim standardom in reagentom za detekcijo. Pri tem se tvorijo t.i. »sendvič 
kompleksi«: kroglica konjugirana s protitelesom za vezavo citokinov + analit iz vzorca + 
reagent za detekcijo. Fluorescenco nastalih kompleksov določimo s pretočnim citometrom. 
Dobljene rezultate meritev vzorcev primerjamo s standardi in izračunamo koncentracije 
posameznih citokinov v vzorcu (44). 
Izvedba: 
Priprava vzorcev: 
Celice BV2 smo priraščali na mikrotitrski plošči s 24 vdolbinicami (5 x 104/700 μL) in jih 
naslednji dan stimulirali z reagentoma LPS (1 μg/mL) in/ali poly(I:C) (10 μg/mL) v brez-
serumskem gojišču v različnih časovnih točkah (16, 24 in 48 h), v prisotnosti oz. 
odsotnosti 10 μM zaviralca katepsina X, AMS36. Celicam brez zaviralca smo kot kontrolo 
dodali 10 μM DMSO. Po končani inkubaciji smo s celic odvzeli izrabljeno gojišče – 
supernatant. Supernatante smo centrifugirali 5 min pri 2000 obratih/min in prenesli v sveže 
epice. 
Določanje koncentracije citokinov: 
Najprej smo pripravili standarde za umeritveno krivuljo. Standard liofiliziranih mišjih 
protiteles Th1/Th2/Th17 smo raztopili v 2,0 mL topila in pustili stati 15 min pri sobni 
temperaturi. Tako pripravljen standard smo nato osemkrat stopenjsko redčili s topilom, da 
smo dobili različne koncentracije standardov za umeritveno krivuljo.  
Sledila je priprava vzorcev. Najprej smo pripravili suspenzijo kroglic konjugiranih 
s protitelesi za vezavo citokinov. Odvzeli smo alikvot (10 μL suspenzije kroglic/vzorec) 
vsake od 7 različnih vrst kroglic za določevanje različnih citokinov in jih združili v eno 
homogeno suspenzijo mešanih kroglic za določevanje citokinov. Suspenzijo mešanih 
kroglic smo dobro premešali z vibracijskim mešalnikom. Pripravili smo si centrifugirke za 
pretočno citometrijo in v vsako centrifugirko odmerili 20 μL suspenzije mešanih kroglic za 
določevanje citokinov. V centrifugirke za merjenje standardov smo nato dodali 20 μL 
posamezne koncentracije standarda, v centrifugirke za vzorce pa 20 μL posameznega 
vzorca celičnega supernatanta. Na koncu smo v vse centrifugirke dodali še 20 μL reagenta 
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za detekcijo. Vse vzorce smo inkubirali 2 h pri sobni temperaturi, zaščitene pred svetlobo. 
Med tem smo pretočni citometer pripravili za merjenje koncentracij citokinov. Po končani 
inkubaciji smo v centrifugirke odmerili 300 μL pufra za spiranje in centrifugirali 5 min pri 
300 g. Supernatant smo previdno odstranili in zavrgli, kroglice pa smo resuspendirali v 300 
μL svežega pufra za spiranje. Fluorescenco nastalih kompleksov smo takoj pomerili s 
pretočnim citometrom BD FACSCalibur in podatke analizirali s programsko opremo 
FlowJo. Iz meritev standardov smo izrisali umeritveno krivuljo, s pomočjo katere smo nato 
izračunali koncentracije posameznih citokinov v celičnih supernatantih. 
3.2.6 Priprava celičnih lizatov in določanje koncentracije proteinov z metodo DC  
Koncentracije proteinov v celicah smo določali z uporabo komercialno dostopnega 
kompleta reagentov za določanje koncentracije proteinov v vzorcih po metodi DC 
(komplet reagentov: DC Protein Assay Kit). Metoda je kolorimetrična in temelji na reakciji 
proteinov z alkalno raztopino bakrovega tartrata in s Folinovim reagentom. Reakcija 
poteče v dveh stopnjah. Najprej poteče reakcija med proteini in bakrom v alkalnem mediju, 
nastala spojina pa nato povzroči redukcijo Folinovega reagenta. Nastane modro obarvan 
produkt, ki ima absorpcijski maksimum pri 750 nm. Ker je metoda relativna, potrebujemo 
umeritveno krivuljo, ki jo izdelamo na podlagi standardnih raztopin govejega serumskega 
albumina (BSA) (45). 
Metodo DC smo uporabili za določanje koncentracije proteinov v celičnih lizatih, 
pripravljenih po stimulaciji celic BV2 z agonistoma receptorjev TLR3/TLR4, in sicer za 
namen merjenja aktivnosti kaspaze-3 in katepsina X, ter določanja nivoja izražanja 
katepsina X s testom ELISA. S tem smo zagotovili enake celokupne koncentracije 
proteinov v vseh medsebojno primerjanih vzorcih in omogočili primerljivost rezultatov. 
Izvedba: 
Priprava lizatov: 
Celice BV2 (7,5 x 105 celic/2 mL) smo nagojili na mikrotitrskih ploščah s 6 vdolbinicami 
in naslednji dan stimulirali z reagentoma LPS (1 μg/mL) in/ali poly(I:C) (10 μg/mL) v 
brez-serumskem gojišču. V primeru določanja aktivnosti kaspaze-3 smo pred stimulacijo 
celic BV2 le-te pred-tretirali z zaviralcem katepsina X AMS36 (10 µM). Po 6, 16 ali 24 h 
stimulacije smo s celic odstranili izrabljeno gojišče oz. v primeru določanja nivoja 
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izražanja katepsina X in njegove aktivnosti smo shranili tudi supernatante stimuliranih 
celic BV2. Supernatante smo centrifugirali 5 min pri 2000 obratih/min in prenesli v sveže 
epice, ter jih shranili pri -80 °C do nadaljnje uporabe. V mikrotitrskih ploščah pritrjene 
celice BV2 smo nato tripsinizirali z raztopino 0,02 % EDTA v PBS pufru z dodatkom 
0,05 % tripsina, da so se celice odlepile od podlage. Vzorce celičnih suspenzij smo prenesli 
v epice in jih centrifugirali 5 min pri 2000 obratih/min. Supernatant smo zavrgli, celice pa 
smo sprali s pufrom PBS (1 mL), ter jih ponovno centrifugirali 5 min pri 2000 obratih/min. 
Supernatant smo zavrgli in celice resuspendirali v 100 μL ustreznega lizirnega pufra ter 
vzorce postavili na led. Vzorce smo nato shranili v zamrzovalniku pri -80 °C do 
naslednjega dne. Da smo dodatno uničili celične membrane ter omogočili sprostitev 
proteinov v raztopino, smo vzorce celičnih lizatov sonicirali (1-2 × po 10 s). Lizate smo 
nato centrifugirali 15 min pri 15000 obratih/min, pri 4 °C, da smo peletirali celične ostanke 
in jih odstranili iz raztopine. Supernatante, v katere so se sprostili znotrajcelični proteini, 
smo prenesli v sveže in označene epice ter jih shranili na -80 °C za nadaljnja vrednotenja. 
Merjenje celokupnih proteinov: 
Vzorce celičnih lizatov smo redčili v ustreznem lizirnem pufru, tako da smo na 4 μL 
vzorca dodali 8 μL lizirnega pufra. Nato smo pripravili standardne raztopine BSA za 
umeritveno krivuljo. Standard BSA smo redčili v ustreznem lizirnem pufru, ki smo ga 
uporabili tudi za pripravo celičnih lizatov, da smo dobili koncentracije standardov od 0 do 
1,5 mg/mL. V vdolbinice mikrotitrske plošče smo nanesli po 5 μL standardnih raztopin 
BSA in po 5 μL vzorcev celičnih lizatov. Pripravili smo si reagente za izvedbo poskusa. Na 
1 mL reagenta A (alkalna raztopina bakrovega tartrata), smo dodali 20 μL reagenta S, da 
smo dobili reagent A'. V vsako vdolbinico mikrotitrske plošče s standardi oz. vzorci smo 
dodali najprej po 25 μL reagenta A', nato pa še 200 μL reagenta B (Folinov reagent). 
Ploščo smo zaščitili pred svetlobo z alu folijo in inkubirali 15 min pri sobni temperaturi. Po 
končani inkubaciji smo s spektrofotometrom pomerili absorbance pri valovni dolžini 
750 nm. Iz absorbanc standardnih raztopin smo izrisali umeritveno krivuljo, na podlagi 
katere smo izračunali koncentracije celokupnih proteinov v vzorcih.  
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3.2.7 Merjenje aktivnosti kaspaze-3 
Aktivnost kaspaze-3 v celičnih lizatih celic BV2 smo določali spektrofotometrično. 
Metoda, ki smo jo uporabili, temelji na reakciji kaspaze-3 z zanjo specifičnim substratom 
Ac-DEVD-AFC. Peptidni substrat Ac-DEVD-AFC vsebuje aminokislinsko zaporedje 
DEVD (Asp-Glu-Val-Asp), ki jo specifično prepozna kaspaza-3 in substrat cepi na mestu 
med D in AFC. Pri tem se sprosti fluorogeni AFC (7-amino-4-trifluorometil kumarin), 
katerega fluorescenco merimo (46).  
Želeli smo preveriti vpliv ko-stimulacije celic BV2 z agonistoma receptorjev TLR4 
in TLR3, LPS in poly(I:C), na aktivnost kaspaze-3, ki se značilno poviša ob aktivaciji 
mikroglije. Hkrati smo želeli ovrednotiti vpliv zaviranja katepsina X na povišano aktivnost 
kaspaze-3 v aktivirani mikrogliji. V ta namen smo najprej pripravili lizate celic BV2 po 
njihovi stimulaciji in izmerili celokupno koncentracijo proteinov, kot je opisano zgoraj, da 
smo zagotovili enake celokupne koncentracije proteinov v vseh medsebojno primerjanih 
vzorcih. V nasprotnem primeru rezultati med različnimi vzorci niso primerljivi, saj lahko 
pride do razlik na račun različnih celokupnih koncentracij proteinov.  
Izvedba: 
Vzorce celičnih lizatov smo normalizirali z dodatkom lizirnega pufra za kaspaze, tako da je 
bila v vsakem vzorcu enaka koncentracija celokupnih proteinov (44 μg/110 μL). V 
vdolbinice črne mikrotitrske plošče s 96 vdolbinicami smo nanesli po 50 μL aktivacijskega 
pufra za kaspaze z dodanim 1 M ditiotreitolom (DTT, 20 μL/mL). V vsako vdolbinico smo 
nato dodali še 50 μL posameznega vzorca celičnih lizatov, ter ploščo inkubirali 30 min pri 
temperaturi 37 °C. Po končani inkubaciji smo v vsako vdolbinico mikrotitrske plošče 
nanesli po 10 μL specifičnega substrata za kaspazo-3, Ac-DEVD-AFC, s koncentracijo 1 
mM in takoj pričeli z merjenjem fluorescence. Fluorescenco smo merili pri valovnih 
dolžinah ekscitacije 405 nm in emisije 535 nm, kontinuirano 30 min, v intervalih dolgih 1 
min s samodejnim čitalcem mikrotitrskih plošč Tecan Safire2. Pridobljene rezultate smo 
podali kot naklon linearnega dela krivulje (porast fluorescence) v odvisnosti od časa 
(∆F/∆t). Rezultate vzorcev lizatov celic, ki smo jih stimulirali z LPS in/ali poly(I:C) smo 
normalizirali glede na kontrolne celice, ki niso bile stimulirane. 
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3.2.8 Merjenje aktivnosti katepsina X 
Aktivnost katepsina X smo določali v celičnih lizatih in supernatantih celic BV2 s pomočjo 
spektrofotometrije. Spremljali smo encimsko aktivnost katepsina X pri čemer smo 
uporabili za katepsin X specifični fluorogeni substrat Abz-Phe-Glu-Lys(Dnp)-OH. Ob 
reakciji katepsina X s substratom, pride do cepitve slednjega in posledičnega porasta 
fluorescence fluorofora Abz (2-aminobenzoil), ki jo merimo pri valovnih dolžinah 
ekscitacije 320 nm in emisije 420 nm (47). 
Ker smo želeli preveriti vpliv ko-stimulacije celic BV2 na aktivnost tako 
znotrajceličnega katepsina X kot tudi zunajceličnega, smo v ta namen najprej pripravili 
celične lizate in supernatante celic BV2 po njihovi stimulaciji in izmerili celokupno 
koncentracijo proteinov v lizatih, kot je opisano zgoraj.  
Izvedba: 
Vzorce celičnih lizatov smo redčili v aktivacijskem pufru za katepsin X, ki smo ga 
pripravili tik pred merjenjem, da smo izenačili koncentracije celokupnih proteinov v 
različnih vzorcih na 50 μg proteinov/200 μL pufra. Vzorce supernatantov smo prav tako 
redčili v aktivacijskem pufru za katepsin X, in sicer 100 μL supernatanta v 150 μL 
aktivacijskega pufra. Tako pripravljene vzorce smo inkubirali 10 min pri 37 °C. V 
vdolbinice črne mikrotitrske plošče s 96 vdolbinicami smo nanesli po 5 μL substrata za 
katepsin X, Abz-Phe-Glu-Lys(Dnp)-OH, redčenega 1/200 v lizirnem pufru za katepsin X, 
ter v vsako vdolbinico dodali še 95 μL pripravljenega vzorca celičnega lizata oz. 
supernatanta. Takoj smo pričeli s kontinuiranim merjenjem fluorescence pri 37 °C na 
čitalcu mikrotitrskih plošč Tecan Safire2, pri valovnih dolžinah ekscitacije 320 nm in 
emisije 420 nm. Rezultate smo podali kot naklon linearnega dela krivulje (porast 
fluorescence) v odvisnosti od časa (∆F/∆t). Aktivnost katepsina X v vzorcih smo 
predstavili kot relativno glede na kontrolne celice, ki niso bile stimulirane. 
3.2.9 Določanje izražanja katepsina X s testom ELISA 
Encimsko-imunski test na trdni podlagi ali test ELISA (»ang. Enzyme-linked 
immunosorbent assay«) je imunska metoda, ki se uporablja za dokazovanje prisotnosti in 
določanje koncentracije antigena ali protiteles v biološkem vzorcu. Metoda temelji na 
reakciji med antigenom in zanj specifičnim protitelesom, pri kateri nastane imunski 
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kompleks, na katerega se nato veže sekundarno protitelo, označeno z encimom, ki ob 
dodatku substrata povzroči nastanek obarvanega produkta. 
Izražanje katepsina X smo spremljali z direktnim, »sendvič« ELISA testom, ki je 
shematsko prikazan na sliki 3.4. Pri direktnem ELISA testu prekrijemo površino 
mikrotitrske ploščice s specifičnimi primarnimi protitelesi proti iskanemu antigenu, ter jih 
nato izpostavimo testnemu vzorcu, ki vsebuje antigen. Nevezan antigen speremo in nastale 
komplekse antigen-primarno protitelo detektiramo s pomočjo sekundarnega protitelesa, 
konjugiranega z encimom, ki ob dodatku substrata, slednjega pretvori v obarvan produkt. 
Količina obarvanega produkta je sorazmerna količini vezanega antigena (48). 
 
 
Slika 3.4: Shematski prikaz direktnega »sendvič« ELISA testa. 
Izvedba: 
Vdolbinice mikrotitrske plošče smo prekrili s 50 μL raztopine primarnih kozjih protiteles 
proti katepsinu X AF934, redčenih v pufru A, pH 9,6 (2 μg/mL), ter ploščo inkubirali pri 
+4 °C preko noči. Naslednji dan smo ploščo dobro sprali z avtomatskim spiralcem 
mikrotitrskih plošč, nato pa smo v vsako vdolbinico dodali 130 μL blokirnega pufra C, ter 
ploščo ponovno inkubirali 1 h pri sobni temperaturi. Med inkubacijo smo si pripravili 
različne koncentracije standardov rekombinantnega katepsina X v pufru C za umeritveno 
krivuljo (0 - 65 ng/mL). Prav tako smo pripravili vzorce celičnih lizatov, ki smo jih redčili 
v pufru C (125 μg proteinov/250 μL) in vzorce celičnih supernatantov, redčene v pufru C 
(125 μL supernatanta/250 μL). Po končani inkubaciji smo v vdolbinice mikrotitrske plošče 
nanesli po 100 μL pripravljenih standardov in vzorcev. Tako pripravljeno ploščo smo 
inkubirali 2 h pri 37 °C, nato pa jo sprali z avtomatskim spiralcem plošč, s čimer smo 
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odstranili nevezan antigen. Na ploščo smo nato nanesli raztopino sekundarnih mišjih 
protiteles proti katepsinu X 3B10, označenih s hrenovo peroksidazo (HRP). V vsako 
vdolbinico smo odpipetirali 100 μL raztopine sekundarnih protiteles, redčenih v pufru C (1 
μL/ 3000 μL). Ploščo smo ponovno inkubirali pri 37 °C, tokrat 1,5 h, ter jo po poteku 
inkubacije sprali z avtomatskim spiralcem mikrotitrskih plošč. V vdolbinice smo nato 
dodali po 200 μL substrata TMB, redčenega v razmerju 1:1 v pufru za TMB, ki smo ga 
predhodno ogreli na 37 °C. Ploščo smo inkubirali 15 min na sobni temperaturi in po 
končani inkubaciji nanesli po 50 μL raztopine 2 M H2SO4 za prekinitev encimske reakcije 
ter takoj pomerili absorbanco nastalega obarvanega produkta. Absorbanco smo pomerili s 
čitalcem mikrotitrskih plošč Tecan Safire2 pri valovni dolžini 450 nm. Iz dobljenih 
rezultatov standardov smo izrisali umeritveno krivuljo, s pomočjo katere smo nato določili 
količino katepsina X v posameznem vzorcu. Izražanje katepsina X v vzorcih smo 
predstavili kot relativno glede na izražanje v vzorcih kontrolnih celic, ki niso bile 
stimulirane. 
3.2.10 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecil sulfata 
(NaDS PAGE) 
Elektroforeza je metoda, ki jo uporabljamo za ločevanje in prepoznavo različnih molekul, 
ter temelji na potovanju nabitih delcev v električnem polju. Nabite molekule pod vplivom 
električnega polja potujejo proti nasprotno nabiti elektrodi, anodi ali katodi, z različno 
hitrostjo, odvisno od njihovega celokupnega naboja, velikosti in oblike (49).  
Poliakrilamidna gelska elektroforeza (PAGE) v prisotnosti natrijevega dodecil 
sulfata (NaDS) je elektroforezna metoda, ki se uporablja za ločevanje in analizo proteinov 
in peptidov. Pri postopku elektroforeze uporabljamo negativno nabito, površinsko aktivno 
molekulo NaDS, ki se nespecifično veže na proteine in jih denaturira. Pri tem nastane 
kompleks NaDS-protein, ki ima negativen naboj, kar pomeni, da pod vplivom električnega 
polja potuje proti nasprotno nabiti, pozitivni anodi. Naboji kompleksov se izenačijo, zato 
na ločevanje med procesom elektroforeze vpliva izključno velikost proteinov. Večji 
proteini skozi premrežen poliakrilamidni gel potujejo počasneje kot manjši, saj je upor 
nosilca nanje večji (49).  
Elektroforeza v prisotnosti NaDS poteka v gelskem matriksu, katerega osnovni 
gradnik je akrilamid. Polimerizacija akrilamida poteče v prisotnosti prostih radikalov, 
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katerih vir je amonijev persulfat, stabilizira pa jih TEMED (N,N,N',N'-
tetrametiletilendiamin). Ko v polimerizacijsko reakcijo vključimo N,N'- 
metilenbisakrilamid, se poliakrilamidne verige prečno povežejo in tvorijo gel. NaDS 
elektroforeza poteka navpično v diskontinuiranem sistemu sestavljenem iz dveh gelov, 
zgornjega koncentracijskega in spodnjega separacijskega. Koncentracijski gel je manj 
zamrežen od separacijskega in ne ovira delcev pri potovanju skozenj, zato v njem ne pride 
do ločbe, pač pa se proteini pred vstopom v separacijski gel skoncentrirajo in tako vsi 
hkrati vstopijo v separacijski gel. S tem dosežemo boljšo ločbo lis. V spodnjem 
separacijskem gelu, ki je bolj zamrežen, pa se proteini ločujejo glede na velikost. Vzorcem 
pred nanašanjem v žepke gela dodamo še glicerol (za lepše usedanje), bromfenol modro 
(barvilo za sledenje elektroforezne fronte) in DTT (reducent za prekinitev disulfidnih vezi) 
(49). 
 
 
Slika 3.5: Shematski prikaz sistema za izvedbo NaDS PAGE (50). 
Poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti NaDS smo v našem primeru 
uporabili za ločbo proteinov pri določanju ekspresije proteina inducibilne NO sintaze 
(iNOS). Za detekcijo ločenih proteinov smo v nadaljevanju uporabili prenos western. 
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Izvedba: 
Priprava gelov: 
Pred pripravo gelov smo si najprej sestavili kadičko za vlivanje gelov. V okvir smo vstavili 
stekelci z distančnikom 1,5 mm, med kateri smo pozneje vlili gel, ter vse skupaj vpeli v 
kadičko za vlivanje gela. Nato smo začeli s pripravo 12 % separacijskega gela s sestavo, 
navedeno v preglednici IV. 
 
Preglednica IV: Sestava gelov uporabljenih pri izvedbi NaDS PAGE. 
12 % SEPARACIJSKI GEL (16 mL) 5 % KONCENTRACIJSKI GEL (6 mL) 
40 % akrilamid 4,8 mL 40 % akrilamid 752 μL 
1,5 M Tris-HCl (pH = 8,8) 4 mL 1,5 M Tris-HCl (pH = 6,8) 780 μL 
H2O 6,8 mL H2O 4 mL 
10 % NaDS 200 μL 10 % NaDS 60 μL 
10 % amonijev persulfat* 200 μL 10 % amonijev persulfat* 60 μL 
TEMED* 6,8 μL TEMED* 6 μL 
* dodamo tik pred vlivanjem gela 
 
Pripravljen separacijski gel smo takoj po dodatku amonijevega persulfata in 
TEMED-a vlili med stekelci. Na vrh smo nalili še 2 mL z vodo nasičenega butanola, da 
smo izravnali gladino gela. Ko se je gel strdil, smo butanol odlili, ter gel previdno sprali z 
vodo in ga popivnali s filter papirjem. Nadaljevali smo s pripravo 5 % koncentracijskega 
gela. Koncentracijski gel smo prav tako pripravili po recepturi, navedeni v preglednici IV, 
ter pripravljenega vlili med stekelci na vrh strjenega separacijskega gela, do vrhnjega roba. 
V gel smo dodali še »glavniček« za oblikovanje žepkov za nanos vzorcev ter pustili, da se 
je gel strdil. 
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Priprava vzorcev: 
Celice BV2 (7,5 x 105 celic/2 mL), ki smo jih nagojili na mikrotitrskih ploščah s 6 
vdolbinicami, smo stimulirali z reagentoma LPS (1 μg/mL) in/ali poly(I:C) (10 μg/mL) v 
brez-serumskem gojišču v prisotnosti oz. odsotnosti 10 μM zaviralca katepsina X, AMS36, 
v časovnih točkah 3, 6 in 24 h. Po končani stimulaciji smo pripravili celične lizate v 
lizirnem pufru za signalizacijo z dodanimi zaviralci fosfataz in proteaz (10 μL/1 mL). 
Koncentracijo celokupnih proteinov v vzorcih smo določili po metodi DC, kot je opisana v 
poglavju 3.2.6. Vzorce smo nato redčili v lizirnem pufru za signalizacijo, da je bila 
celokupna koncentracija proteinov v vsakem vzorcu 30 μg/20 μL. Vsakemu vzorcu smo 
nato dodali 10,6 μL 3x nanašalnega pufra in 5,4 μL 1 M DTT. Tako pripravljene vzorce 
smo vreli 5 min v vodni kopeli pri 100 °C, da je prišlo do denaturacije proteinov. 
Elektroforeza: 
Predhodno pripravljen gel smo skupaj s stekelcema prenesli v aparaturo za NaDS 
elektroforezo, ki smo jo nato napolnili z elektroforeznim pufrom (pH=8,3). V prvi žepek 
gela smo nanesli 7 μL označevalca velikosti proteinov, v ostale žepke pa po 27 μL 
pripravljenih vzorcev. Aparaturo smo priključili na elektrode in nastavili parametre za 
elektroforezo. Elektroforezna ločba je potekala približno 2 h pri konstantni električni 
napetosti 100 V. Po končani elektroforezi smo aparaturo razdrli in gel prenesli v aparaturo 
za prenos proteinov na nitrocelulozno membrano oz. prenos western. 
3.2.11 Prenos western 
Proteine, ločene s poliakrilamidno gelsko elektroforezo, lahko najbolj specifično 
detektiramo z uporabo specifičnih protiteles, usmerjenih proti analiziranemu proteinu. Ker 
so protitelesa velike molekule, ki težko prehajajo skozi poliakrilamid, gela ne moremo 
neposredno inkubirati v raztopini protiteles. Proteine moramo zaradi tega najprej prenesti 
na nitrocelulozno ali najlonsko membrano, bodisi s pomočjo pasivne difuzije ali 
elektroforeznega prenosa. Ta prenos imenujemo prenos western. Po prenosu sledi 
inkubacija membrane v raztopini protiteles. Uporabimo dve vrsti protiteles, primarna 
protitelesa, usmerjena proti proteinu, ki ga želimo detektirati in sekudarna protitelesa, ki se 
vežejo na primarna in so označena z encimom. Slednji ob dodatku substrata tvori obarvan 
produkt, ki ga lahko detektiramo (49). 
Pertoci V. Vloga katepsina X v aktivaciji mikroglije, posredovani z agonisti TLR receptorjev. 
Magistrska naloga 
 
35 
 
Izvedba: 
Prenos western smo izvajali na posebni aparaturi za hitri, suhi prenos brez uporabe tekočih 
pufrov (iBlot® 2 Gel Transfer Device). Za prenos smo uporabili komercialno dostopne 
kasete, namenjene posebej za uporabo na omenjeni aparaturi, med katere smo vstavili gel. 
V aparaturo smo najprej vstavili spodnjo kaseto (anodna plast z nitrocelulozno membrano), 
nanjo položili gel z ločenimi proteini, ter ga pokrili z zgornjo kaseto (katodna plast). Tako 
pripravljen »gel sendvič« (slika 3.6) smo nežno povaljali z valjčkom, da smo odstranili 
mehurčke. Aparaturo smo vključili ter izbrali ustrezen program za prenos. Prenos 
proteinov z gela na membrano je potekal 8 min pri različnih napetostih (1 min: 20 V; 4 
min: 23 V, 3 min: 25 V). 
 
Slika 3.6: Sestava »gel sendviča« za prenos western (51). 
Po končanem prenosu smo proteine na membrani detektirali s protitelesi. 
Membrano smo najprej sprali s pufrom TTBS (1 x TBS pufer z dodatkom 0,1 % Tween-a 
20) in jo nato 1 h inkubirali v pufru TTBS z dodanim 5 % mlekom v prahu pri sobni 
temperaturi, ob rahlem stresanju. Po blokadi nespecifičnih vezavnih mest smo membrano 
ponovno spirali v pufru TTBS, in sicer 3-krat po 5 min. Sledila je inkubacija membrane v 
raztopini primarnih kunčjih protiteles proti proteinu iNOS (500-kratno redčenje v 3 % BSA 
v TTBS). Inkubacija je potekala čez noč, pri temperaturi 4 °C ob rahlem stresanju. 
Naslednji dan smo membrano spirali s TTBS (3 × po 5 min), nato pa nanjo dodali 
raztopino sekundarnih protiteles, v kateri smo jo inkubirali 1 h ob rahlem stresanju pri 
sobni temperaturi. Za raztopino sekundarnih protiteles smo uporabili proti-kunčja 
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protitelesa, označena s HRP, redčena 3000-krat v 5 % mleku v TTBS. Po končani 
inkubaciji s sekundarnimi protitelesi smo membrano spirali 6-krat po 5 min s TTBS. 
Sledila je inkubacija membrane s substratom za HRP, ki je potekala 5 min, pri sobni 
temperaturi, zaščiteno pred svetlobo. Kemiluminescenčni odziv na membrani smo posneli 
z napravo G-Box.  
Po končani meritvi smo membrano s prenesenimi proteini ponovno uporabili. V ta 
namen smo membrano najprej spirali 30 min s TTBS in jo nato dali za 1 h inkubirat v 
»stripping« pufer pri 60 °C, s čimer smo odstranili na membrani vezana protitelesa. Sledilo 
je ponovno spiranje membrane s TTBS, 2-krat po 20 min in nato blokiranje v 5 % mleku v 
TTBS. Membrano smo zopet sprali s TTBS, 3-krat po 5 min in ponovili celoten postopek 
označevanja s protitelesi. Tokrat smo uporabili primarna mišja protitelesa proti β-aktinu 
(redčenje 500-krat v 3 % BSA v TTBS) in sekundarna proti-mišja protitelesa, označena s 
HRP (redčenje 5000-krat v 5 % mleku). S protitelesi proti β-aktinu smo preverili 
enakomernost nanosa vzorcev na gel. Odziv smo spet posneli z napravo G-Box. Intenziteto 
odziva smo kvantificirali s pomočjo programske opreme Gene Tools in rezultate prikazali 
kot relativne vrednosti glede na vzorce ne-stimuliranih kontrolnih celic. 
3.2.12 Fluorescenčna konfokalna mikroskopija 
Fluorescenčna mikroskopija nam omogoča opazovanje preparatov, v katerih so prisotne 
molekule, ki fluorescirajo, kar pomeni, da absorbirajo svetlobo krajše valovne dolžine 
(vzbujevalno ali ekscitacijsko svetlobo) in oddajajo svetlobo daljše valovne dolžine 
(fluorescentno ali emisijsko svetlobo). Fluorescirajoče molekule so lahko v preparatu že 
naravno prisotne, lahko pa jih označimo s fluorescentnimi barvili (52). Za barvanje 
celičnih preparatov, kadar želimo opredeliti lokalizacijo določenih molekul v celicah, 
ponavadi uporabljamo občutljivo metodo, ki jo imenujemo imunofluorescenca, pri kateri 
gre za uporabo specifičnih protiteles. Vzorce najprej označimo s primarnimi protitelesi, ki 
se selektivno vežejo na specifične tarčne molekule v celicah. Komplekse analizirana 
molekula-primarno protitelo pa nato detektiramo s sekundarnimi protitelesi, ki so označena 
s fluorescentnim barvilom. Tako obarvane preparate opazujemo s fluorescenčnim 
mikroskopom. Za določanje lokalizacije molekul v vzorcu uporabljamo konfokalni 
mikroskop, ki nam omogoča zanesljivejšo določanje lokalizacije določene molekule, ter 
tudi ko-lokalizacije posameznih molekul v vzorcu, brez interference signalov (49, 52).  
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Konfokalni mikroskop za razliko od navadnega fluorescenčnega mikroskopa ne 
osvetli celotne debeline vzorca hkrati, temveč loči svetlobo opazovane ravnine, od svetlobe 
ozadja nad ravnino in pod njo. Laserski konfokalni mikroskop nam omogoča 
pregledovanje preparata z laserskim žarkom, po točkah v izbrani ravnini. To omogočata 
dve zaslonki z majhnima odprtinama, ki sta nameščeni konfokalno, v gorišču za lečo 
objektiva. Prva zaslonka, nameščena za izvorom svetlobe, omogoča osvetljevanje 
preparata v izbrani točki, druga zaslonka, nameščena pred detektorjem, pa prepreči 
vstopanje fluorescentne svetlobe iz območij preparata zunaj gorišča. Fluorescentno 
svetlobo iz posameznih točk zazna detektor, ki informacijo s pomočjo računalnika pretvori 
v sliko. Iz posameznih točk sestavimo sliko ene ravnine celice, iz več ravnin pa lahko nato 
rekonstruiramo tridimenzionalno sliko celice (49, 53). 
 
Slika 3.7: Shematski prikaz laserskega konfokalnega mikroskopa (49). 
Z imunofluorescenčno konfokalno mikroskopijo smo določili ko-lokalizacijo 
katepsina X z LAMP1, označevalcem lizosomskih veziklov, in ko-lokalizacijo katepsina X 
s kadherinom, označevalcem plazemske membrane v celicah BV2. Celice, ki so bile 
predhodno stimulirane z reagentoma LPS in/ali poly(I:C) smo primerjali s kontrolnimi 
celicami, ki stimulaciji niso bile izpostavljene. Na tak način smo opredelili vpliv 
stimulacije celic mikroglije na subcelularno lokalizacijo katepsina X oz. na njegovo 
sproščanje iz celice po stimulaciji. 
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Izvedba: 
Priprava preparatov: 
Celice BV2 smo priraščali na okroglih krovnih stekelcih, ki smo jih položili v vdolbinice 
mikrotitrske plošče s 24 vdolbinicami (2 × 104 celic/mL oz. na eno vdolbinico). Naslednji 
dan smo celice stimulirali z reagentoma LPS (1 μg/mL) in/ali poly(I:C) (10 μg/mL) v brez-
serumskem gojišču za 24 h. Celic BV2, ki so nam služile kot kontrolne, nismo stimulirali. 
Po končani stimulaciji celic je sledilo imunofluorescenčno označevanje. 
Postopek imunofluorescenčnega označevanja smo izvajali pri sobni temperaturi. Iz 
vdolbinic mikrotitrske plošče smo previdno odstranili gojišče in pritrjene celice sprali z 
1 mL pufra PBS. Nato smo v vsako vdolbinico dodali po 500 μL 5 % formalina v mrzlem 
PBS-u, za fiksacijo celic in inkubirali 15 min pri sobni temperaturi. Po končani fiksaciji s 
formalinom smo celice ponovno sprali z 1 mL PBS. V vdolbinice smo dodali 500 μL 0,5 
% raztopine Tween 20 v PBS in inkubirali natanko 10 min pri sobni temperaturi. Tween 20 
smo uporabili za permeabilizacijo celične membrane, da so skoznjo kasneje lahko 
prehajala primarna in sekundarna protitelesa. Po končani inkubaciji smo celice sprali z 
1 mL PBS in v vdolbinice nanesli po 700 μL 3 % BSA v PBS, ter inkubirali 30 min pri 
sobni temperaturi. S tem smo blokirali vsa prosta nespecifična vezavna mesta in preprečili 
nespecifično vezavo protiteles. Sledilo je barvanje s primarnimi protitelesi. Barvali smo 
dve paraleli celic, na prvih smo preverili ko-lokalizacijo katepsina X in LAMP1, na drugih 
pa ko-lokalizacijo katepsina X in kadherina. Najprej smo si pripravili raztopini primarnih 
protiteles. Za prvo paralelo celic smo uporabili raztopino kozjih protiteles proti katepsinu 
X (redčenje 1:100 v 3 % BSA v PBS) in kunčjih protiteles proti LAMP1 (redčenje 1:500 v 
3 % BSA v PBS). Za drugo paralelo celic smo uporabili raztopino kozjih protiteles proti 
katepsinu X (redčenje 1:100 v 3 % BSA v PBS) in mišjih protiteles proti kadherinu 
(redčenje 1:1000 v 3 % BSA v PBS). Iz vdolbinic mikrotitrske plošče smo odstranili pufer 
za blokado in v vsako vdolbinico nanesli po 200 μL pripravljene raztopine primarnih 
protiteles. Ploščo smo zaščitili pred svetlobo in inkubirali 2 h pri sobni temperaturi. Po 
končani inkubaciji smo celice 3-krat sprali z 1 mL PBS. Nadaljevali smo z dodatkom 
sekundarnih protiteles. Sekundarna protitelesa proti primarnim, označena z AlexaFluor 488 
in AlexaFluor 555 oz. AlexaFluor 555 in AlexaFluor 633 smo redčili v razmerju 1:1000 v 
3 % BSA v PBS. V vsako vdolbinico mikrotitrske plošče smo nanesli 250 μL tako 
pripravljene raztopine sekundarnih protiteles in inkubirali 1,5 h pri sobni temperaturi. Po 
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končani inkubaciji smo celice ponovno 3-krat sprali z 1 mL PBS, nato pa smo krovna 
stekelca previdno pobrali iz vdolbinic in jih posušili na zraku. Na objektna stekelca smo 
kanili kapljico reagenta ProLongAntifade, ki preprečuje razbarvanje fluorescenčnih barvil, 
z dodatkom reagenta DAPI, ki se veže na DNA in obarva celična jedra, nato pa smo nanje 
položili krovna stekelca. Tako pripravljene preparate smo čez noč shranili pri 4 °C, 
naslednji dan pa smo krovna stekelca še obrobili z lakom za nohte, s čimer smo preprečili 
izsuševanje preparatov. Preparate smo shranili pri temperaturi 4 °C. 
Analiza preparatov s konfokalnim mikroskopom: 
Ko-lokalizacijo katepsina X z LAMP1 in kadherinom smo posneli s fluorescenčnim 
konfokalnim mikroskopom Carl Zeiss LSM 710 na Institutu »Jožef Stefan« z uporabo 
programske opreme ZEN 2011. Pri vsakem vzorcu smo primerjali vrednosti ko-
lokalizacije v vsaj 5 celicah. Vrednost ko-lokalizacije smo ocenili na podlagi povprečja 
pikslov v tretjem kvadrantu diagrama za oceno ko-lokalizacije z dvema intenzitetama 
fluorescence. Vrednosti ko-lokalizacije v vzorcih smo predstavili kot relativne glede na 
kontrolne celice, ki niso bile tretirane. 
3.2.13 Statistično vrednotenje rezultatov 
Rezultate meritev, ki smo jih statistično ovrednotili, smo prikazali kot povprečno vrednost 
več (n) neodvisnih bioloških meritev ± standardna deviacija (S.D.). Razlike med vzorci 
smo analizirali z uporabo Student t-testa dveh neodvisnih vzorcev, ob upoštevanju 
predpostavke o neenakosti varianc. S t-testom smo izračunali P vrednost, na podlagi katere 
smo razliko med vzorcema označili kot statistično značilno oz. signifikantno, v primeru, če 
je bila vrednost P < 0,05. Statistično pomembno razliko smo označili z zvezdico (*) pred P. 
Statistično analizo smo izvedli s pomočjo programske opreme Microsoft Excel 2007. 
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4 REZULTATI 
4.1 VREDNOTENJE AKTIVACIJE MIKROGLIJE, POSREDOVANE Z 
AGONISTOMA RECEPTORJEV TLR3 IN TLR4  
Za postavitev celičnega modela aktivirane mikroglije smo uporabili dva različna agonista 
receptorjev TLR. Reagent LPS je komponenta celične stene po Gramu negativnih bakterij 
in aktivira receptor TLR4, reagent poly(I:C) pa je sintezni analog dvoverižne RNA, ki je 
prisotna v večini virusov, in aktivira receptor TLR3. Obema je skupna aktivacija celic 
mikroglije, ki privede do zunajceličnega sproščanja vnetnih dejavnikov (24). Uspešnost 
postavljenega celičnega modela kot tudi vpliv ko-stimulacije z obema agonistoma 
receptorjev TLR3 in TLR4 na jakost aktivacije mikroglije smo ovrednotili preko določanja 
sproščenih mediatorjev vnetja, in sicer z določanjem ravni NO in vnetnih citokinov v 
supernatantih stimuliranih celic BV2. Za uporabo optimalnih koncentracij obeh agonistov 
pri omenjenem vrednotenju, smo najprej preverili vpliv posameznih koncentracij LPS in 
poly(I:C) na preživetje celic BV2 z uporabo reagenta MTS. 
4.1.1 Vrednotenje vpliva agonistov TLR3 in TLR4 na celično preživetje celic 
mikroglije 
Vpliv agonistov receptorjev TLR3 in TLR4 na aktivacijo celic mikroglije smo najprej 
preverili posredno preko določanja celičnega preživetja celic BV2 po stimulaciji z 
različnimi koncentracijami LPS in poly(I:C). Primerjali smo, kako na celice vpliva 
stimulacija s posameznim agonistom in ko-stimulacija z obema agonistoma, hkrati pa smo 
določili koncentracijsko- in časovno-odvisen vpliv stimulacije na preživetje celic 
mikroglije. Celice BV2 smo priraščali v kompletnem gojišču in jih stimulirali z različnimi 
koncentracijami reagentov LPS (0,1 – 10 μg/mL) in poly(I:C) (5 – 25 μg/mL) v brez-
serumskem gojišču. Kot kontrolo smo uporabili celice v brez-serumskem gojišču brez 
dodanih reagentov. Po 24, 48 in 72 h stimulacije smo določili celično preživetje z 
dodatkom reagenta MTS. Iz izmerjenih absorbanc pri valovni dolžini 492 nm smo 
izračunali delež preživelih celic za vsak posamezen vzorec in rezultate podali 
normalizirane na ustrezno kontrolo, ne-stimulirane celice, ki predstavljajo 100 % celično 
preživetje. Rezultati so prikazani na sliki 4.1.  
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Slika 4.1: Vpliv LPS in poly(I:C) na preživetje celic BV2, vrednoten z MTS reagentom. 
Celice BV2 smo stimulirali z naraščajočimi koncentracijami reagenta LPS (0,1-10 μg/mL) 
ali reagenta poly(I:C) (5-25 μg/mL) v brez-serumskem gojišču, ter ko-stimulirali z 
reagentoma LPS (1 μg/mL) in poly(I:C) (5-25 μg/mL). Celično preživetje smo ocenili po 
24, 48 in 72 h stimulacije z reagentom MTS. Rezultati so prikazani kot povprečje ± S.D. 
petih neodvisnih poskusov, pri čemer je bil vsak poskus izveden v štirih paralelah. *P < 
0,05. 
Preživetje, določeno z reagentom MTS, se po stimulaciji celic BV2 z reagentom 
LPS pri vseh koncentracijah (0,1 - 10 µg/mL) po 24 h rahlo poveča, medtem ko pri daljših 
časovnih točkah upada, vendar bistveno ne vpliva na živost celic BV2 v primerjavi s 
kontrolnimi celicami pri posamezni časovni točki. Po stimulaciji celic z reagentom 
poly(I:C) celično preživetje po 24 h upade in z daljšanjem časa stimulacije še dodatno 
upada, kar je opazno pri vseh treh uporabljenih koncentracijah poly(I:C) (5 – 25 µg/mL). 
Podobno kot pri enostranski stimulaciji celic z LPS, se pri ko-stimulaciji z obema 
reagentoma celično preživetje pri najkrajši časovni točki (24 h) poveča, medtem ko daljše 
časovne točke (48 in 72 h) povzročijo rahlo znižanje preživetja celic BV2. Slednje 
dokazuje, da časovna odvisnost stimulacije vpliva na celično preživetje celic mikroglije, 
medtem ko koncentracijska odvisnost ne. Na podlagi dobljenih rezultatov celičnega 
preživetja smo za nadaljnje poskuse izbrali srednje koncentracije reagentov, in sicer za 
LPS 1 μg/mL in poly(I:C) 10 μg/mL.  
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4.1.2 Določanje koncentracije NO v supernatantih aktivirane mikroglije 
Koncentracijo NO smo merili v supernatantih celic, ki smo jih predhodno stimulirali z 
reagentoma LPS (1 μg/mL) in/ali poly(I:C) (10 μg/mL) v časovnih točkah 16, 24 in 48 h, 
kot je opisano v prejšnjem poglavju. Vsebnost nitrita v vzorcih supernatantov smo določili 
z uporabo kompleta reagentov »Griess«, v skladu z navodili proizvajalca. Absorbance smo 
izmerili s čitalcem mikrotitrskih plošč pri valovni dolžini 550 nm. Končno koncentracijo 
NO v vzorcih smo izračunali iz umeritvene krivulje, za katero smo kot standard uporabili 
NaNO2. Rezultate smo podali kot relativno vrednost koncentracije NO v posameznem 
vzorcu glede na ustrezno kontrolo. Rezultati so predstavljeni na sliki 4.2. 
 
Slika 4.2: Koncentracija NO v supernatantih celic aktivirane mikroglije. 
Celice BV2 smo stimulirali z reagentoma LPS koncentracije 1 μg/mL in poly(I:C) 
koncentracije 10 μg/mL posamično ter v kombinaciji v brez-serumskem gojišču. Po 16, 24 
in 48 h smo odvzeli celične supernatante in v njih določili koncentracijo NO z uporabo 
testa Griess. Koncentracijo NO v posameznem vzorcu smo predstavili kot relativno glede 
na ustrezno kontrolo, celice, ki niso bile stimulirane. Rezultati so prikazani kot povprečje ± 
S.D. dveh neodvisnih poskusov, pri čemer je bil vsak poskus izveden v dveh paralelah *P < 
0,05. 
Koncentracija vnetnega mediatorja NO se v supernatantih celic BV2, stimuliranih z 
reagentoma LPS in poly(I:C) signifikantno poveča, pri čemer pa reagent LPS povzroči 
bistveno večji odziv kot reagent poly(I:C) pri vseh časovnih točkah stimulacije. Hkrati pa 
smo opazili, da največji odziv povečanja NO v supernatantih stimuliranih celic BV2 
povzroči ko-stimulacija z obema agonistoma receptorjev TLR3 in TLR4 hkrati, vendar pa 
je vpliv ko-stimulacije na povišano raven NO napram enostranski stimulaciji z LPS 
statistično neznačilen, razen v časovni točki 48 h. Porast koncentracije NO je tudi časovno 
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odvisen, saj se z daljšanjem časa stimulacije celic, vse do 48 h, odziv povečuje. S 
poskusom smo potrdili uspešno postavitev modela aktivirane mikroglije z enostransko 
stimulacijo agonistov receptorjev TLR, bodisi z LPS ali poly(I:C), ter pokazali da sočasna 
stimulacija z obema agonistoma TLR povzroči močnejšo aktivacijo celic mikroglije. 
4.1.3 Določanje koncentracije vnetnih citokinov v supernatantih aktivirane 
mikroglije 
Alikvot supernatantov celic mikroglije, aktiviranih z reagentoma LPS in poly(I:C) v 
časovnih točkah 16, 24 in 48 h, ki smo ga uporabili za merjenje koncentracije NO, smo 
nadalje uporabili za določanje koncentracije citokinov. Za določitev koncentracije vnetnih 
citokinov IL-2, IL-4, IL-6, IFN-γ, TNF-α, IL-17A in IL-10 smo uporabili komercialno 
dostopen komplet reagentov za določevanje citokinov s pomočjo pretočne citometrije.  
Pri postopku označevanja se citokini vežejo na protitelesa specifična za posamezen 
citokin, po dodatku reagenta za detekcijo, pa se tvorijo kompleksi, katerih fluorescenco 
določimo s pretočnim citometrom. Koncentracijo posameznega citokina v vzorcih, ki je 
proporcionalna izmerjeni fluorescenci, smo izračunali s pomočjo programske opreme 
FlowJo. Pri poskusu smo ugotovili, da sta v supernatantih stimuliranih celic BV2 
signifikantno narasli zgolj koncentraciji citokinov IL-6 in TNF-α. Rezultati za slednja so 
prikazani na sliki 4.3. 
Z določanjem ravni citokinov v supernatantih celic BV2 ni bilo zaznati sproščanja 
vnetnih citokinov iz celic mikroglije, ki so bile izpostavljene le brez-serumskemu gojišču. 
Nasprotno je stimulacija celic BV2 z agonistom receptorja TLR4 spodbudila močno 
povečanje ravni citokinov, a le citokinov IL-6 in TNF-α v supernatantih z LPS-om 
stimuliranih celic, pri čemer je bila raven citokina IL-6 časovno odvisna.  
Stimulacija celic BV2 s poly(I:C) je povzročila značilno zvišanje ravni TNF-α, ki je 
pa bilo bistveno manjše v primerjavi z LPS stimulacijo pri vseh časovnih točkah. Enako 
kot pri kontrolnih celicah, se raven IL-6 ni bistveno povečala po stimulaciji celic BV2 s 
poly(I:C), niti po 48 h. Pri ko-stimulaciji z obema reagentoma pa opazimo sinergistični 
učinek na sproščanje citokinov IL-6 in TNF-α, saj se je koncentracija obeh povišala v vseh 
časovnih točkah, v primerjavi z izmerjeno koncentracijo pri stimulaciji s posameznim 
reagentom, predvsem po stimulaciji z LPS. Naraščanje koncentracije IL-6 in TNF-α po 
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sočasni stimulaciji z LPS in poly(I:C) izkazuje tudi časovno odvisnost, saj so bile najvišje 
izmerjene koncentracije v vseh primerih povečanja pri časovni točki 48 h. S poskusom smo 
potrdili uspešnost aktivacije mikroglije, ter pokazali, da ko-stimulacija z agonistoma 
receptorjev TLR3 in TLR4 hkrati povzroči močnejšo aktivacijo mikroglije, kot stimulacija 
s posameznim agonistom. 
 
Slika 4.3: Koncentracija vnetnih citokinov IL-6 in TNF-α v supernatantih celic aktivirane 
mikroglije. 
BV2 celice smo stimulirali z reagentoma LPS (1 μg/mL) ali/in poly(I:C) (10 μg/mL) v brez-
serumskem gojišču. Po 16, 24 in 48 h smo odvzeli supernatante, jih ustrezno pripravili, ter 
v njih, s kompletom reagentov za določanje citokinov in z uporabo pretočnega citometra, 
določili koncentracije izbranih vnetnih citokinov. Prikazani rezultati so povprečje dveh 
neodvisnih meritev, pri čemer je bil vsak poskus izveden v dveh paralelah. 
4.2 VREDNOTENJE IZRAŽANJA IN AKTIVNOSTI KATEPSINA X V 
AKTIVIRANI MIKROGLIJI 
Po uspešni postavitvi celičnega modela aktivirane mikroglije, posredovane z agonistoma 
receptorjev TLR4 in TLR3, LPS in poly(I:C), smo preverili vpliv jakosti aktivacije 
mikroglije na izražanje in aktivnost katepsina X. Spremembe v izražanju katepsina X v 
aktiviranih celicah mikroglije smo preverili z uporabo testa ELISA, s pomočjo katerega 
smo določili koncentracijo katepsina X v celičnih lizatih in supernatantih aktiviranih celic 
BV2. Prav tako smo v celičnih lizatih in supernatantih aktiviranih celic z uporabo 
specifičnega substrata določili aktivnost katepsina X. Na koncu smo z uporabo 
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fluorescenčne konfokalne mikroskopije raziskali lokalizacijo katepsina X v aktiviranih 
celicah mikroglije. 
4.2.1 Izražanje katepsina X po aktivaciji mikroglije 
Vpliv aktivacije celic mikroglije na izražanje katepsina X smo določili z uporabo testa 
ELISA v celičnih lizatih in supernatantih stimuliranih celic BV2. Celice BV2 smo 
stimulirali z reagentoma LPS (1 μg/mL) ali/in polyI:C) (10 μg/mL), ter jih po 6, 16 in 24 h 
inkubacije lizirali v lizirnem pufru za katepsin X. Pri časovni točki 24 h smo pred lizo celic 
odvzeli celične supernatante za test ELISA. V lizatih celic smo najprej pomerili celokupno 
koncentracijo proteinov in na umerjenih lizatih izvedli direktni test »sendvič« ELISA, pri 
katerem smo uporabili primarna kozja protitelesa proti katepsinu X AF934 in sekundarna 
mišja protitelesa proti katepsinu X 3B10, označena s HRP. Iz izmerjenih absorbanc pri 450 
nm smo raven katepsina X v posameznem vzorcu izračunali s pomočjo umeritvene krivulje 
standardov rekombinantnega katepsina X, ter izračunane vrednosti normalizirali glede na 
ustrezno kontrolo. Na sliki 4.4 so predstavljeni rezultati meritev izražanja katepsina X po 
6, 16 in 24 h v lizatih celic BV2 (graf a) in rezultati meritev izražanja katepsina X po 24 h 
v supernatantih celic BV2, v primerjavi s celičnimi lizati (graf b). 
Po enostranski aktivaciji celic BV2 z reagentoma LPS in poly(I:C), se raven 
katepsina X v lizatih celic BV2 značilno ne spremeni, pri stimulaciji celic z LPS se nivo 
katepsina X rahlo poviša, prav tako pri poly(I:C) pri krajši časovni točki (6 h), medtem ko 
daljša časovna točka (24 h) povzroči celo upad v izražanju katepsina X v celicah BV2. Do 
nekoliko opaznejšega, sicer statistično neznačilnega, povečanja nivoja katepsina X v lizatih 
pride v primeru ko-stimulacije z obema agonistoma receptorjev TLR, ampak šele pri 
časovni točki 24 h. V supernatantih se vrednosti katepsina X po aktivaciji celic BV2 
značilno povišajo. Najbolj se nivo katepsina X poveča v primeru stimulacije z reagentom 
LPS v primerjavi s kontrolnimi celicami, medtem ko je manjši vpliv na povišan nivo 
katepsina X opazen pri enostranski stimulaciji celic s poly(I:C). Ko-stimulacija celic BV2 
z obema agonistoma receptorjev TLR tokrat ni izkazovala sinergističnega učinka na 
povišan nivo sproščenega katepsina X, saj so bile izmerjene vrednosti katepsina X manjše 
v primerjavi z vrednostmi po stimulaciji celic z LPS.   
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Slika 4.4: Raven katepsina X v celičnih lizatih in supernatantih aktivirane mikroglije. 
BV2 celice smo stimulirali z reagentoma LPS (1 μg/mL) ali/in poly(I:C) (10 μg/mL) v brez-
serumskem gojišču. Po 6, 16 in 24 h smo odvzeli supernatante, jih ustrezno pripravili (24 
h), ter pripravili celične lizate. Izražanje nivoja katepsina X smo določili v lizatih (a) in 
supernatantih (b) celic BV2 s pomočjo direktnega ELISA testa. Uporabili smo primarna 
kozja protitelesa proti katepsinu X AF934 in sekundarna HRP-konjugirana mišja 
protitelesa proti katepsinu X 3B10. Rezultati so predstavljeni kot povprečje ± S.D. treh 
neodvisnih poskusov (a) in dveh neodvisnih poskusov (b), izvedenih v dveh paralelah. *P < 
0,05. 
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4.2.2 Aktivnost katepsina X po aktivaciji mikroglije 
Po aktivaciji celic mikroglije z agonistoma receptorjev TLR3 in TLR4 smo poleg izražanja 
katepsina X v celičnih lizatih in supernatantih celic BV2 preverili tudi njegovo aktivnost. 
Aktivnost katepsina X smo določili s pomočjo zanj specifičnega fluorogenega substrata 
Abz-Phe-Glu-Lys(Dnp)-OH. Fluorescenco, ki je posledica interakcije substrata s 
katepsinom X smo izmerili s čitalcem mikrotitrskih plošč. Porast fluorescence v odvisnosti 
od časa, ki predstavlja aktivnost katepsina X, smo normalizirali glede na ustrezno kontrolo. 
Rezultati, predstavljeni na sliki 4.5 prikazujejo aktivnost katepsina X v celičnih lizatih po 
6, 16 in 24 h stimulacije z agonistoma LPS ali/in poly(I:C) (graf a), ter aktivnost katepsina 
X v supernatantih po 24 h (ko)-stimulacije (graf b).  
Aktivnost katepsina X v celicah mikroglije po enostranski stimulaciji bodisi z LPS 
bodisi s poly(I:C) značilno upada. Upad aktivnosti je bolj opazen pri stimulaciji celic z 
LPS kot pa pri sami stimulaciji s poly(I:C), in je bil odvisen od časa stimulacije, pri čemer 
je daljša točka stimulacije povzročila znatnejše znižanje aktivnosti katepsina X v celicah 
BV2. Enak trend časovne odvisnosti stimulacije celic BV2 na upad aktivnosti katepsina X 
je bil opazen pri ko-stimulaciji celic BV2 z obema agonistoma hkrati, LPS in poly(I:C), pri 
čemer pa je bil upad v aktivnosti katepsina X po 24 h še znatnejši v primerjavi s 
stimulacijo celic z LPS, vendar ne statistično značilen glede na upad aktivnosti pri 
enostranski stimulaciji z LPS. Nasprotno od upadanja aktivnosti v celičnih lizatih, pa v 
supernatantih aktiviranih celic mikroglije aktivnost katepsina X po 24 h naraste. Zvišanje 
aktivnosti je prisotno v vseh primerih stimulacije ter je najvišje v primeru enostranske 
stimulacije z LPS, kar sovpada z rezultati, dobljenimi z merjenjem ravni katepsina X v 
supernatantih aktivirane mikroglije s testom ELISA. Dobljeni rezultati kažejo, da 
aktivacija celic mikroglije z agonistoma receptorjev TLR3 in TLR4 poveča izločanje 
katepsina X iz celic mikroglije, ter poveča njegovo aktivnost v zunajceličnem prostoru. V 
nadaljevanju smo, da bi potrdili domnevo o translokaciji katepsina X v celicah mikroglije, 
preverili še znotrajcelično lokalizacijo katepsina X v aktiviranih celicah mikroglije. 
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Slika 4.5: Aktivnost katepsina X v celičnih lizatih in supernatantih aktivirane mikroglije. 
BV2 celice smo stimulirali z reagentoma LPS (1 μg/mL) ali/in poly(I:C) (10 μg/mL) v brez-
serumskem gojišču. Po 6, 16 in 24 h smo odvzeli supernatante, jih ustrezno pripravili (24 
h), ter pripravili celične lizate. Aktivnost katepsina X smo določili v celičnih lizatih (a) in 
supernatantih (b) s pomočjo fluorogenega substrata za katepsin X Abz-Phe-Glu-Lys(Dnp)-
OH. Aktivnosti katepsina X smo podali kot relativne glede na ustrezno kontrolo. Rezultati 
so predstavljeni kot povprečje ± S.D. treh neodvisnih poskusov, izvedenih v dveh 
paralelah. *P < 0,05. 
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4.2.3 Vpliv aktivacije mikroglije na znotrajcelično lokalizacijo katepsina X 
Da bi preverili domneve o spodbujenem sproščanju katepsina X iz celic mikroglije po 
njeni aktivaciji, smo opazovali znotrajcelično lokalizacijo katepsina X v celicah BV2 po 
aktivaciji z reagentoma LPS ali/in poly(I:C). Določili smo ko-lokalizacijo katepsina X z 
označevalcem lizosomskih veziklov, LAMP1, in z označevalcem plazemske membrane, 
kadherinom. Celice BV2, ki smo jih priraščali na krovnih stekelcih, smo stimulirali z 
reagentoma LPS ali/in poly(I:C) in po 24 h stimulacije smo po postopku 
imunofluorescenčnega barvanja pripravili preparate. Uporabili smo primarna kozja 
protitelesa proti katepsinu X, kunčja protitelesa proti LAMP1 in mišja protitelesa proti 
kadherinu ter ustrezno kombinacijo sekundarnih protiteles, konjugiranih s fluorescenčnimi 
barvili za detekcijo, in sicer z AlexaFluor 488, AlexaFluor 555 in AlexaFluor 633. 
Vrednosti ko-lokalizacij smo kvantificirali na podlagi povprečja pikslov v tretjem 
kvadrantu diagrama za oceno ko-lokalizacije z dvema intenzitetama fluorescence, ter 
rezultate podali kot relativne glede na kontrolne celice. Slika 4.6 prikazuje ko-lokalizacijo 
katepsina X in lizosomskega označevalca LAMP1, slika 4.7 pa ko-lokalizacijo katepsina X 
in kadherina, označevalca plazemske membrane. 
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Slika 4.6: Ko-lokalizacija katepsina X in LAMP1 v aktiviranih celicah mikrogljie. 
Celice BV2, predhodno stimulirane z reagentoma LPS (1 μg/mL) ali/in poly(I:C) (10 
μg/mL) v brez-serumskem gojišču za 24 h, smo imunofluorescenčno obarvali in rezultate 
vizualizirali z uporabo fluorescenčnega konfokalnega mikroskopa Carl Zeiss LSM 710. 
Celice smo označili s primarnimi protitelesi za LAMP1 (rdeča fluorescenca) in katepsin X 
(vijolična fluorescenca), nato pa z označenimi sekundarnimi protitelesi Alexa Fluor 555 
(LAMP1) in Alexa Fluor 633 (katepsin X). Kvantitativno oceno ko-lokalizacije LAMP1 in 
katepsina X (roza fluorescenca) prikazuje graf desno. Rezultati so povprečje ± S.D. 
vrednosti ko-lokalizacij v vsaj petih pregledanih celicah vsakega vzorca. *P < 0,05. 
V kontrolnih celicah BV2 je delež ko-lokalizacije katepsina X z označevalcem 
lizosomskih veziklov LAMP1 visok, saj se verjetno večina katepsina X nahaja v 
lizosomskih veziklih znotraj celice. Po aktivaciji celic z reagenti LPS in poly(I:C) 
posamezno ali v kombinaciji, se delež ko-lokalizacije katepsina X z LAMP1 značilno 
zniža, kar nakazuje na to, da količina katepsina X po aktivaciji mikroglije z agonistoma 
receptorjev TLR3 in TLR4 znotraj lizosomskih veziklov v celici upade. 
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Slika 4.7: Ko-lokalizacija katepsina X in kadherina v aktiviranih celicah mikrogljie. 
Celice BV2, predhodno stimulirane z reagentoma LPS (1 μg/mL) ali/in poly(I:C) (10 
μg/mL) v brez-serumskem gojišču za 24 h, smo imunofluorescenčno obarvali in rezultate 
vizualizirali z uporabo fluorescenčnega konfokalnega mikroskopa Carl Zeiss LSM 710. 
Celice smo označili s primarnimi protitelesi za kadherin (zelena fluorescenca) in katepsin 
X (rdeča fluorescenca), nato pa z označenimi sekundarnimi protitelesi Alexa Fluor 488 
(kadherin) in Alexa Fluor 555 (katepsin X). Jedra so označena z barvilom DAPI (modra 
fluorescenca). Kvantitativno oceno ko-lokalizacije kadherina in katepsina X (rumeno-
oranžna fluorescenca) prikazuje graf desno. Rezultati so povprečje ± S.D. vrednosti ko-
lokalizacij v vsaj petih pregledanih celicah vsakega vzorca. *P < 0,05. 
Delež ko-lokalizacije katepsina X s kadherinom po aktivaciji celic mikroglije z 
agonistoma receptorjev TLR3 in TLR4 naraste. Do značilnega zvišanja ko-lokalizacije 
pride pri samostojni stimulaciji z LPS, ne pa pri samostojni stimulaciji s poly(I:C). Do 
največjega deleža ko-lokalizacije katepsina X s kadherinom pride pri ko-stimulaciji z 
obema agonistoma LPS in poly(I:C) hkrati, vendar pa povečana ko-lokalizacija ni 
statistično značilno višja v primerjavi s ko-lokalizacijo proteinov po enostranski stimulaciji 
z LPS. Iz dobljenih rezultatov predpostavljamo, da se katepsin X po aktivaciji mikroglije z 
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agonistoma LPS in poly(I:C) pospešeno izloča iz lizosomskih veziklov v citosol celice, ter 
se pomika proti celični membrani in izloča iz celic. Ta učinek je najbolj opazen po ko-
stimulaciji z obema agonistoma hkrati. 
4.3 VREDNOTENJE VPLIVA ZAVIRANJA KATEPSINA X NA SPODBUJENO 
AKTIVACIJO MIKROGLIJE 
V prejšnjem delu magistrske naloge smo pokazali, da aktivacija mikroglije, posredovana z 
agonistoma receptorjev TLR3 in TLR4 povzroči pospešeno izločanje katepsina X iz celic 
mikroglije ter zviša njegovo aktivnost v zunajceličnem prostoru. V naslednjem sklopu smo 
izvedli serijo poskusov, s katerimi smo ovrednotili vpliv zaviranja katepsina X na jakost 
aktivirane mikroglije, posredovane z agonistoma receptorjev TLR. Pri tem smo uporabili 
epoksisukcinilni ireverzibilni zaviralec katepsina X AMS36 in po stimulaciji celic 
mikroglije preverili vpliv delovanja zaviralca na nivo vnetnih mediatorjev kot so NO, 
vnetnih citokinov IL-6 in TNF-α ter nivo izražanja iNOS.  
4.3.1 Vpliv zaviranja katepsina X na koncentracijo NO v supernatantih aktivirane 
mikroglije 
Celice BV2 smo pred stimulacijo z reagentoma LPS (1 μg/mL) in poly(I:C) (10 μg/mL), 1 
h pred-tretirali z 10 μM zaviralcem katepsina X, AMS36. Celice BV2, katerih nismo 
izpostavili zaviralcu AMS36, smo pred-tretirali z 10 μM DMSO, kar je predstavljalo 
ustrezno kontrolo zaviralcu. Po 16, 24 oz. 48 h stimulaciji smo s celic odvzeli vzorce 
supernatantov, ter v njih, po že opisanem postopku, s testom po Griessu določili 
koncentracije vnetnega mediatorja NO. Meritve smo izvedli s čitalcem mikrotitrskih plošč. 
Končne vrednosti koncentracije NO v posameznem vzorcu smo podali kot relativne glede 
na ustrezno kontrolo (ne-stimulirane celice z ali brez zaviralca) in so predstavljene na sliki 
4.8.  
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Slika 4.8: Koncentracija NO v supernatantih aktivirane mikroglije ob prisotnosti zaviralca 
katepsina X, AMS36. 
Celice BV2 smo stimulirali z reagentoma LPS (1 μg/mL) ali/in poly(I:C)(10 μg/mL) v 
brez-serumskem gojišču ob prisotnosti ali odsotnosti AMS36 (10 μM). Po 16, 24 in 48 h 
stimulacije smo celicam odvzeli supernatante, v katerih smo izmerili koncentracije NO s 
testom po Griessu. Koncentracije v vzorcih so na grafu predstavljene kot relativne 
vrednosti glede na ustrezno kontrolo. Rezultati so podani kot povprečje ± S.D. vsaj dveh 
neodvisnih poskusov, izvedenih v dveh paralelah. *P < 0,05 
Koncentracija vnetnega mediatorja NO v stimuliranih celicah BV2, kot smo že 
pokazali, narašča v odvisnosti od časa. Največji porast NO povzroči ko-stimulacija z LPS 
in poly(I:C), nekoliko manjši stimulacija z LPS, najmanjši pa s poly(I:C). Prisotnost 
zaviralca katepsina X, AMS36 značilno zmanjša koncentracijo NO v supernatantih 
aktivirane mikroglije, tako pri posamezni stimulaciji z LPS ali poly(I:C) kot tudi ko-
stimulaciji z obema agonistoma hkrati. Slednje smo opazili pri vseh časovnih točah 
stimulacije. Z daljšanjem časa stimulacije zaviralni učinek AMS36 nekoliko pada, kar je 
posebno opazno v primeru ko-stimulacije z obema agonistoma hkrati, čeprav je tudi po 48 
h vpliv zaviralca katepsina X na nivo NO še vedno statistično značilen. 
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4.3.2 Vpliv zaviranja katepsina X na nivo izražanja iNOS v celicah aktivirane 
mikroglije  
Encim iNOS je ena od treh izo-oblik encima NO sintaza, ki sintetizira vnetni mediator NO. 
Izraža se v celicah mikroglije kot odgovor na prisotnost določenih vnetnih dejavnikov, kot 
so na primer endotoksin LPS in vnetni citokini TNF-α, IL-1β, IFN-γ. Ko se iNOS enkrat 
izrazi, ostane aktiven dlje časa in sintetizira velike količine NO, kar prispeva k 
patofiziologiji vnetnih procesov v možganih (54, 55). 
V nadaljevanju smo želeli podkrepiti rezultate dobljene z določanjem NO v 
supernatantih aktivirane mikroglije, zato smo raziskali vpliv aktivacije mikroglije, 
posredovane preko ko-stimulacije z agonistoma LPS in poly(I:C), na nivo izražanja iNOS 
v celicah BV2 ter hkrati preverili, ali na nivo izražanja iNOS vpliva tudi zaviranje 
katepsina X. Poskus smo izvedli na celicah BV2, ki smo jih pred ko-stimulacijo z LPS (1 
μg/mL) in poly(I:C) (10 μg/mL), 1 h pred-tretirali z 10 μM zaviralcem AMS36, nato pa po 
3, 6 in 24 h stimulacije pripravili celične lizate. V slednjih smo najprej določili celokupno 
koncentracijo proteinov po DC metodi. Vzorce za nadaljnjo elektroforezo smo ustrezno 
redčili, da so bile koncentracije celokupnih proteinov v vseh vzorcih enake. Nato je sledila 
denaturacija proteinov in ločba z NaDS PAGE. V končnem koraku smo ločene proteine 
prenesli na nitrocelulozno membrano s prenosom western in jih detektirali z uporabo 
specifičnih protiteles. Uporabili smo primarna kunčja protitelesa proti iNOS in primarna 
mišja proti β-aktinu, ter sekundarna protitelesa označena s HRP za končno detekcijo. Po 
dodatku substrata za HRP smo kemiluminescenčni odziv posneli s pomočjo naprave G-
Box in podatke obdelali s programsko opremo Gene Tools. Pri podajanju rezultatov za 
nivo proteina iNOS smo upoštevali normalizacijo na protein β-aktin, ki je služil kot 
kontrola enakomernosti nanosa vzorcev na gel. Končne rezultate v vzorcih smo prikazali 
kot relativne vrednosti glede na ustrezno kontrolo, ki jo predstavljajo ne-stimulirane celice 
BV2. Rezultati so predstavljeni na sliki 4.9. 
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Slika 4.9: Nivo izražanja iNOS v aktivirani mikrogliji ob prisotnosti zaviralca katepsina X, 
AMS36. 
Celice BV2 smo pred-tretirali z 10 μM AMS36 v brez-serumskem gojišču in nato za 3, 6 ali 
24 h ko-stimulirali z LPS (1 μg/mL) in poly(I:C) (10 μg/mL). Po stimulaciji smo pripravili 
celične lizate v katerih smo z DC metodo izmerili celokupne koncentracije proteinov, na 
podlagi katerih smo vzorce ustrezno redčili, da smo jih izenačili med seboj. V nadaljevanju 
smo izvedli ločbo proteinov z metodo NaDS PAGE. Sledil je prenos proteinov po western-u 
na nitrocelulozno membrano in detekcija s protitelesi. Nivo proteina iNOS smo 
normalizirali glede na nivo proteina β-aktin. Rezultate v vzorcih smo prikazali kot 
relativne glede na ustrezno kontrolo. Rezultati so podani kot povprečje ± S.D. dveh 
neodvisnih poskusov. *P < 0,05 
Po 3 h ko-stimulacije z LPS in poly(I:C) še ni opazne spremembe v nivoju izražanja 
iNOS, medtem ko po 6 h ko-stimulacija z obema agonistoma že povzroči statistično 
značilno porast v nivoju izražanja iNOS. Pri tej časovni točki zaviralec AMS36 ne izkazuje 
značilnega vpliva na povišan nivo iNOS po stimulaciji celic. Po 24 h ko-stimulaciji z LPS 
in poly(I:C) nivo izražanja iNOS močno naraste v primerjavi z nivojem iNOS v kontrolnih 
celicah, medtem ko prisotnost zaviralca katepsina X značilno zmanjša povišan nivo iNOS 
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v aktivirani mikrogliji, kar sovpada z ugotovitvami prejšnjega poskusa, kjer je zaviralec 
AMS36 pri 24 h v stimuliranih celicah statistično značilno zmanjšal sproščanje NO. 
4.3.3 Vpliv zaviranja katepsina X na raven vnetnih citokinov v supernatantih 
aktivirane mikroglije 
Vpliv zaviranja katepsina X na aktivacijo mikroglije smo preverili še preko določanja 
koncentracije vnetnih citokinov v supernatantih celic BV2, ki smo jih pred stimulacijo z 
LPS (1 μg/mL) ali/in poly(I:C) (10 μg/mL) pred-tretirali z 10 μM AMS36. Celicam brez 
zaviralca, ki so služile za primerjavo, smo zaradi kontrole dodali 10 μM DMSO. Po 24 in 
48 h stimulacije smo odvzeli celične supernatante in v njih s pomočjo pretočne citometrije, 
po že predhodno opisanem postopku, določili koncentracije citokinov IL-6 in TNF-α in 
rezultate predstavili na sliki 4.10. 
Izpostavitev celic BV2 zaviralcu katepsina X, AMS36 je znižala vrednosti 
sproščenih vnetnih citokinov IL-6 in TNF-α v supernatantih celic enostransko stimuliranih 
z LPS ali poly(I:C), pri čemer je bil vpliv zaviralca opazen pri obeh časovnih točkah 
stimulacije, 24 in 48 h. V primeru ko-stimulacije z LPS in poly(I:C), zaviralec AMS36 po 
24 h prav tako izkazuje učinek na znižanje ravni IL-6 in TNF-α v supernatantih aktivirane 
mikroglije v primerjavi z ustrezno kontrolo DMSO. Po daljšem času ko-stimulacije celic 
BV2 z LPS in poly(I:C), torej po 48 h pa je učinek inhibitorja že manjši, kar sovpada z 
rezultati določanja vpliva AMS36 na raven NO v supernatantih aktivirane mikroglije. Iz 
dobljenih rezultatov sklepamo, da zaviralec katepsina X uspešno zavira izločanje IL-6 in 
TNF-α po stimulaciji s posameznim agonistom receptorjev TLR tudi do 48 h, medtem ko v 
primeru ko-stimulacije z obema agonistoma z daljšanjem časa stimulacije ta učinek pada in 
po 48 h ni več opazen. 
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Slika 4.10: Raven vnetnih citokinov v supernatantih aktivirane mikroglije ob prisotnosti 
zaviralca katepsina X, AMS36. 
Celice BV2 smo pred-tretirali z 10 μM AMS36 v brez-serumskem gojišču in nato 
stimulirali z LPS (1 μg/mL) ali/in poly(I:C) (10 μg/mL) 24 in 48 h. Koncentracije vnetnih 
citokinov IL-6 (a) in TNF-α (b) v supernatantih celic smo določili s pomočjo pretočne 
citometrije. Rezultati so povprečje dveh neodvisnih poskusov, izvedenih v dveh paralelah.  
4.4 VREDNOTENJE VPLIVA ZAVIRANJA KATEPSINA X NA PROCES 
APOPTOZE AKTIVIRANE MIKROGLIJE 
V predhodnih raziskavah je bilo že pokazano, da prekomerna aktivacija celic mikroglije in 
posledični vnetni odziv povzročita zmanjšanje njihovega preživetja zaradi sprožitve 
procesa programirane celične smrti oz. apoptoze (56). Zatorej smo v nadaljevanju 
magistrske naloge preverili, kako zaviranje katepsina X vpliva na celično preživetje oz. 
sprožitev apoptoze v celicah mikroglije po njeni aktivaciji z agonistoma receptorjev TLR3 
in TLR4. 
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4.4.1 Vpliv zaviranja katepsina X na celično preživetje aktivirane mikroglije 
Vpliv zaviranja katepsina X na celično preživetje mikroglije po njeni aktivaciji z 
agonistoma receptorjev TLR3 in TLR4 smo preverili s pomočjo fluorescenčnega 
interkalatorskega reagenta PI, ki prehaja porušene membrane mrtvih celic in se vgradi v 
njihovo DNA. Celice BV2 smo 1 h pred pričetkom stimulacije pred-tretirali z 10 μM 
zaviralcem katepsina X, AMS36, ter jih nato 24 oz. 48 h stimulirali z reagentoma LPS (1 
μg/mL) ali/in poly(I:C) (10 μg/mL). Celice, ki niso bile izpostavljene zaviralcu AMS36, 
smo prav tako pred-tretirali z 10 μM DMSO. Po končani stimulaciji smo celice označili s 
PI in fluorescenco v vzorcih pomerili s pretočnim citometrom. Podatke smo analizirali s 
pomočjo programske opreme FlowJo. Rezultate smo predstavili kot delež PI pozitivnih 
celic v posameznem vzorcu glede na ustrezni vzorec kontrole. Rezultati so predstavljeni na 
sliki 4.11. 
 
Slika 4.11: Vpliv zaviranja katepsina X na delež PI-pozitivnih celic mikroglije po 
stimulaciji z agonistoma receptorjev TLR3 in TLR4. 
Celice BV2 smo 1 h pred-tretirali z 10 μM AMS36 v brez-serumskem gojišču, nato pa 
stimulirali z reagentoma LPS (1 μg/mL) ali/in poly(I:C) (10 μg/mL). Po 24 oz. 48 h 
stimulacije smo celice označili s PI in pomerili njihovo fluorescenco s pretočnim 
citometrom. Rezultati v vzorcih stimuliranih celic so predstavljeni kot delež PI-pozitivnih 
celic glede na kontrolni vzorec. Predstavljeni rezultati so povprečje ± S.D. treh neodvisnih 
poskusov, izvedenih v dveh paralelah. *P < 0,05 
V stimuliranih celicah mikroglije se delež PI-pozitivnih celic značilno zviša v vseh 
primerih stimulacije, torej tako pri samostojni stimulaciji z LPS ali poly(I:C), kot pri ko-
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stimulaciji z obema agonistoma hkrati. Povečanje deleža PI-pozitivnih celic je najbolj 
izrazito v primeru ko-stimulacije z obema agonistoma in z daljšanjem časa stimulacije 
narašča. Pred-tretiranje z zaviralcem katepsina X, AMS36 izkazuje zaščiten učinek na 
celice mikroglije pri enostranski stimulaciji z LPS ali poly(I:C) po 24 in 48 h, ter tudi v 
primeru ko-stimulacije z LPS in poly(I:C), vendar v slednjem le po 24 h. Po 48 h ko-
stimulacije z obema agonistoma hkrati zaščitni učinek inhibitorja ni več zaznaven, saj 
delež PI-pozitivnih celic v vzorcu z zaviralcem ni statistično značilno nižji od deleža PI-
pozitivnih celic ob odsotnosti zaviralca. 
4.4.2 Vpliv zaviranja katepsina X na apoptozo aktivirane mikroglije 
V nadaljevanju smo preverili vpliv zaviranja katepsina X v celicah mikroglije na proces 
apoptoze, spodbujen po stimulaciji celic z agonistoma receptorjev TLR3 in TLR4. Poskus 
smo izvedli na celicah BV2, ki smo jih pred-tretirali z 10 μM zaviralcem katepsina X, 
AMS36 in nato stimulirali z LPS (1 μg/mL) ali/in poly(I:C) (10 μg/mL). Celice, ki niso 
bile izpostavljene zaviralcu AMS36, smo pred-tretirali z 10 μM DMSO. Po 24 in 48 h 
stimulacije smo celice označili s fluorescenčnim barvilom Aneksin V-FITC, ki selektivno 
označi celice, v katerih poteka proces apoptoze in barvilom PI, ki obarva le mrtve celice. 
Rezultate smo podali relativno kot celokupni delež apoptotičnih celic (PIneg/Aneksin V-
FITCpoz in PIpoz/Aneksin V-FITCpoz) glede na ustrezno kontrolo in so prikazani na sliki 
4.12. 
Stimulacija celic BV2 z LPS ali poly(I:C) kot tudi ko-stimulacija z obema 
agonistoma hkrati povzročita značilno povišan celokupni delež apoptotičnih celic, ki je 
časovno odvisno in se z daljšanjem časa stimulacije močno poviša. Hkrati smo pokazali, da 
je največji delež apoptoze celic BV2 povzročila ko-stimulacija z obema agonistoma, 
medtem, ko imata vsak posamezno, medsebojno primerljiv in nekoliko manjši učinek. 
Zaviranje katepsina X z AMS36 delež apoptoze v stimuliranih celicah zniža, in sicer je ta 
učinek opazen po 24 h stimulacije s posameznim agonistom ali kombinacijo obeh, po 48 h 
pa samo v primeru stimulacije s posameznim agonistom. Po 48 h ko-stimulaciji z obema 
agonistoma receptorjev TLR3 in TLR4, LPS in poly(I:C), AMS36 namreč nima več 
zaščitnega učinka in ne zniža deleža apoptoze v aktiviranih celicah mikroglije, kar smo 
opazili tudi pri določanju deleža mrtvih celic s PI. 
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Slika 4.12: Vpliv zaviranja katepsina X na delež apoptotičnih celic mikroglije po aktivaciji 
z agonistoma receptorjev TLR3 in TLR4. 
Celice BV2 smo pred 24 oz. 48 h stimulacijo z reagentoma LPS (1 μg/mL) ali/in poly(I:C) 
(10 μg/mL) v brez-serumskem gojišču, 1 h pred-tretirali z 10 μM AMS36. Po stimulaciji 
smo celice označili z Aneksinom V-FITC in PI in oddano fluorescenco pomerili s 
pretočnim citometrom. Podatke smo analizirali s programom FlowJo in celokupni delež 
apoptotičnih celic v vzorcih stimuliranih celic podali kot relativen glede na ustrezno 
kontrolo (celice, ki niso bile stimulirane). Prikazani rezultati so povprečje ± S.D. dveh 
neodvisnih poskusov, izvedenih v dveh paralelah. *P < 0,05 
4.4.3 Vpliv zaviranja katepsina X na aktivnost kaspaze-3 v aktivirani mikrogliji 
Pri aktivaciji apoptoze celic v centralnem živčevju imajo osrednjo vlogo kaspaze. Različni 
vnetni dejavniki povzročijo aktivacijo kaspazne kaskade, kar privede do apoptoze (56). 
Predhodna raziskava je nakazala vpletenost katepsina X na proces apoptoze in aktivnost 
kaspaze-3 po aktivaciji celic mikroglije, saj so pokazali, da zaviranje katepsina X značilno 
zmanjša delež apoptotičnih celic kot tudi aktivnost kaspaze-3 po stimulaciji mikroglije z 
agonistom LPS (18). Učinek zaviranja katepsina X na aktivnost kaspaze-3 pri ko-
stimulaciji celic mikroglije pa do sedaj še ni bil raziskan. Zato smo v nadaljevanju preverili 
vpliv zaviranja katepsina X na aktivacijo kaspaze-3 v celicah mikroglije stimuliranih z 
agonistoma receptorjev TLR3/TLR4.  
Aktivnost kaspaze-3 smo določali v lizatih celic BV2, ki smo jih pred-tretirali z 
zaviralcem katepsina X, AMS36 (10 μM) in stimulirali oz. ko-stimulirali z reagentoma 
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LPS (1 μg/mL) ali/in poly(I:C) (10 μg/mL). Za primerjavo smo uporabili stimulirane 
celice, ki so bile pred-tretirane z 10 μM DMSO. Po 16 oz. 24 h stimulaciji smo pripravili 
celične lizate v lizirnem pufru za kaspaze, ter v njih pomerili celokupne koncentracije 
proteinov. Koncentracije celokupnih proteinov v vzorcih smo umerili na enake vrednosti, 
nato pa je sledilo določevanje aktivnosti kaspaze-3. V ta namen smo uporabili specifični 
substrat za kaspazo-3, Ac-DEVD-AFC. Po dodatku substrata v vzorce celičnih lizatov smo 
takoj pričeli s kontinuiranim merjenjem fluorescence v odvisnosti od časa. Dobljeni 
rezultati so prikazani na sliki 4.13. 
 
Slika 4.13: Vpliv zaviralca katepsina X na aktivnost kaspaze-3 v celicah mikroglije, 
aktivirane z agonistoma receptorjev TLR3 in TLR4. 
Celice BV2 smo pred-tretirali z 10 μM AMS36 v brez-serumskem gojišču 1 h in nato 16 oz. 
24 h stimulirali z LPS (1 μg/mL) ali/in poly(I:C) (10 μg/mL). Po stimulaciji smo pripravili 
celične lizate v lizirnem pufru za kaspaze. Za določevanje aktivnosti kaspaze-3 smo 
vzorcem lizatov dodali substrat za kaspazo-3, Ac-DEVD-AFC in takoj pričeli s 
kontinuiranim merjenjem fluorescence v odvisnosti od časa, s čitalcem mikrotitrskih plošč. 
Rezultati aktivnosti kaspaze-3 (DEVDaze) so predstavljeni kot sprememba fluorescence v 
odvisnosti od časa (∆F/∆t) in so normalizirani na ustrezni kontroli. Predstavljeni rezultati 
so povprečje ± S.D. štirih neodvisnih poskusov, izvedenih v dveh paralelah. *P < 0,05  
Aktivnost kaspaze-3 se po 16 h stimulaciji celic z LPS in poly(I:C) rahlo poveča. 
Po 24 h stimulaciji pa je opazen precejšen porast v aktivnosti kaspaze-3 pri vseh treh 
oblikah stimulacije, pri čemer ko-stimulacija celic BV2 z LPS in poly(I:C) hkrati izkazuje 
izrazitejši učinek na povišano aktivnost kaspaze-3. Zaviralec AMS36 značilno zavira 
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aktivnost kaspaze-3 pri posamični stimulaciji celic BV2 pri obeh časovnih točkah, kot tudi 
pri ko-stimulaciji z LPS in poly(I:C) hkrati, a le pri časovni točki 16 h. Po 24 h stimulacije 
pa prisotnost AMS36 ne izkazuje značilnega vpliva na povišano aktivnost kaspaze-3 kot 
posledica ko-stimulacije. Rezultati sovpadajo z ugotovitvami o vplivu zaviralca AMS36 na 
apoptozo stimuliranih celic, kjer zaviralec pri daljši časovni točki ko-stimulacije z LPS in 
poly(I:C) hkrati ni več izkazoval zaviralnega učinka. 
4.5 VPLIV ZAVIRANJA KATEPSINA X NA ZMANJŠANO PREŽIVETJE 
NEVRONSKIH CELIC, POSREDOVANO Z AKTIVIRANO MIKROGLIJO 
Mikroglija po aktivaciji v svojo okolico sprošča različne vnetne dejavnike in povzroča 
vnetje, kar vodi do nevrodegenerativnih procesov in posledičnega odmiranja nevronov 
(18). V zadnjem delu magistrske naloge smo na ko-kulturnem modelu nevronskih celic in 
celic mikroglije z zaviralcem AMS36 preverili zaščitni vpliv zaviranja katepsina X na 
preživetje nevronskih celic po izpostavljenosti supernatantom mikroglije, aktivirane z 
agonistoma receptorjev TLR3 in TLR4. 
Kot model nevronskih celic smo uporabili nevronsko celično linijo SH-SY5Y. 
Celično preživetje celic SH-SY5Y smo ovrednotili na ko-kulturnem modelu s supernatanti 
aktiviranih celic mikroglije BV2. Najprej smo pripravili ustrezne supernatante aktivirane 
mikroglije, zato smo celice BV2 pred-tretirali z 10 μM AMS36 (1 h) in nadalje ko-
stimulirali z reagentoma LPS (1 μg/mL) in poly(I:C) (10 μg/mL) hkrati. Za primerjavo 
učinka zaviralca, smo del celic pred ko-stimulacijo pred-tretirali z 10 μM DMSO. Po 24 h 
ko-stimulaciji smo s celic BV2 odvzeli supernatante in jih prenesli v vdolbinice 
mikrotitrske plošče, kamor smo predhodno priraščali celice SH-SY5Y. Le-te smo nato 
nadaljnjih 24 oz. 48 h inkubirali s prenesenimi supernatanti celic BV2, nato pa smo 
preverili celično preživetje s testom MTS. Rezultati so prikazani na sliki 4.14. 
Rezultati poskusa kažejo, da izpostavitev nevronskih celic SH-SY5Y 
supernatantom celic ko-aktivirane mikroglije BV2 z agonistoma LPS in poly(I:C) povzroči 
zmanjšanje celičnega preživetja v odvisnosti od časa izpostavljenosti, pri čemer smo pri 
daljši časovni točki (48 h) opazili manjše preživetje celic SH-SY5Y. Zaviranje katepsina X 
v celicah mikroglije izkazuje zaščitni vpliv na preživetje nevronskih celic, saj se je 
zmanjšano preživetje nevronskih celic po izpostavljenosti supernatantom aktivirane 
mikroglije značilno povečalo ob prisotnosti supernatantov aktivirane mikroglije pred-
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tretirane z zaviralcem katepsina X AMS36. Zaščitni učinek zaviranja katepsina X z 
AMS36 je bil opazen tako pri 24 h kot tudi 48 h, kar nakazuje na pomembno vlogo 
katepsina X pri nevrodegenerativnih procesih, spodbujenih z vnetjem. 
 
Slika 4.14: Zaščitni vpliv katepsina X na preživetje nevronskih celic po izpostavljenosti 
supernatantom aktivirane mikroglije. 
Celično preživetje nevronskih celic SH-SY5Y smo določili s testom MTS, po 24 in 48 h 
inkubaciji s supernatanti celic BV2, pred-tretiranih z AMS36 v brez-serumskem gojišču in 
nato 24 h ko-stimuliranih z LPS (1 μg/mL) in poly(I:C) (10 μg/mL). Rezultati so podani kot 
delež celičnega preživetja celic SH-SY5Y, glede na ustrezno kontrolo supernatanta ne-
stimuliranih celic BV2 in prikazujejo povprečje ± S.D. dveh neodvisnih poskusov, 
izvedenih v štirih paralelah. *P < 0,05. 
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5 RAZPRAVA 
Celice mikroglije, ki so imunske celice CŽS, imajo ključno vlogo pri posredovanju 
imunskega odziva in z njim povezanega vnetja v možganih. Čeprav ima aktivacija 
mikroglije izreden pomen za zaščito CŽS pred okužbami s patogeni in drugimi grožnjami, 
pa imata lahko slabo uravnavana aktivacija in prekomeren odziv celic mikroglije resne 
negativne učinke na zdravje CŽS (15). Aktivacija mikroglije poteka preko receptorjev TLR 
(21, 57). Večina raziskav s področja aktivacije mikroglije preko receptorjev TLR na 
celičnih modelih je bila izvedena na podlagi samostojne aktivacije določenega receptorja 
TLR z uporabo specifičnega agonista. Pomanjkljivost teh raziskav je v tem, da je na 
celicah mikroglije izraženih več vrst teh receptorjev, ki se istočasno aktivirajo in 
povzročijo sproščanje različnih nevrotoksičnih dejavnikov (19). Za aktivacijo mikroglije v 
centralnem živčevju, tako v fiziološkem kot tudi patološkem stanju, je najverjetneje 
odgovorna aktivacija več kot enega receptorja TLR naenkrat, saj je namreč v CŽS 
istočasno prisotnih več različnih molekul, ki aktivirajo različne vrste receptorjev TLR (58). 
Aktivacija mikroglije preko receptorjev TLR lahko vodi do poškodb nevronov in 
ponavljajočega se cikla kronične aktivacije mikroglije, ki se odraža v prekomernem 
sproščanju vnetnih mediatorjev in nastanku kroničnega vnetnega procesa v centralnem 
živčevju. Posledica tega je progresivni propad nevronov, ki vodi v razvoj številnih 
nevrodegenerativnih obolenj (15, 19). Ena od teh bolezni je tudi PB, katere patogeneza je 
tesno povezana s propadanjem dopaminergičnih nevronov. Ključni dejavnik, ki privede do 
razvoja te bolezni, naj bi bilo prav vnetje v CŽS, ki ga posredujejo aktivirane celice 
mikroglije (5, 6). Regulacija oz. zaviranje aktivacije mikroglije je torej ključni mehanizem 
za preprečevanje oz. zdravljenje nevrodegenerativnih obolenj, kot je PB, nastanek katerih 
je povezan z vnetnimi procesi. V preteklih raziskavah je bilo že ugotovljeno, da ima 
katepsin X pomembno vlogo pri mediaciji nevrodegeneracije, povzročene z aktivacijo 
mikroglije, in da zaviranje katepsina X pomembno zavre aktivacijo mikroglije, 
posredovano z LPS in s tem zmanjša jakost vnetnega odziva (18).  
V sklopu magistrske naloge smo tako želeli najprej ovrednotiti vpliv sočasne 
aktivacije receptorjev TLR3 in TLR4 z ustreznima agonistoma na aktivacijo mikroglije in 
posledični vnetni odziv. Vpliv ko-stimulacije z LPS, agonistom TLR4, in poly(I:C), 
agonistom TLR3, na aktivacijo celic mikroglije smo spremljali z določanjem spremembe v 
celičnem preživetju in sproščanju vnetnih dejavnikov iz celic mikroglije, hkrati pa smo se 
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osredotočili tudi na vlogo katepsina X v omenjenem procesu. Preverili smo njegovo 
izražanje in aktivnost v aktiviranih celicah mikroglije in v njihovih supernatantih, prav 
tako pa smo s pomočjo konfokalne mikroskopije opredelili njegovo znotrajcelično 
lokalizacijo. V nadaljevanju smo preverili vpliv, ki ga ima zaviranje katepsina X z zanj 
specifičnim ireverzibilnim zaviralcem AMS36, na zmanjšanje jakosti vnetnega odziva 
aktivirane mikroglije, ter na njeno celično preživetje oz. apoptozo. V zadnjem delu 
magistrske naloge pa smo zaščitni vpliv zaviranja katepsina X ovrednotili tudi na 
preživetju nevronskih celic, ki smo jih izpostavili supernatantom z LPS in poly(I:C) ko-
aktivirane mikroglije. 
Vpliv aktivacije celic mikroglije preko receptorjev TLR, z agonistoma LPS in 
poly(I:C), smo najprej preverili s testom celičnega preživetja celic BV2 z uporabo reagenta 
MTS. S testom celičnega preživetja smo preverili koncentracijsko in časovno odvisnost 
aktivacije receptorjev TLR na preživetje celic mikroglije tako, da smo uporabili različne 
koncentracije reagentov in tretirali celice različno dolgo. Tako LPS, kot tudi poly(I:C) ne 
izkazujeta koncentracijske odvisnosti na preživetje celic BV2, pač pa časovno odvisnost. 
Preživetje se po stimulaciji celic BV2 z reagentom LPS pri vseh koncentracijah (0,1 - 
10 µg/mL) po 24 h rahlo poveča, medtem ko pri daljših časovnih točkah upada, vendar 
bistveno ne vpliva na živost celic BV2 v primerjavi s kontrolnimi celicami pri posamezni 
časovni točki. Podobne izsledke smo dobili pri ko-stimulaciji celic z LPS in poly(I:C) 
hkrati. Po stimulaciji celic z reagentom poly(I:C) celično preživetje po 24 h upade in z 
daljšanjem časa stimulacije še dodatno upada, kar je opazno pri vseh treh uporabljenih 
koncentracijah poly(I:C) (5 – 25 µg/mL). Da bi aktivacija dejansko povečala živost celic ni 
najbolj verjetno, zato so ti rezultati najverjetneje posledica pomanjkljivosti same metode 
določanja celičnega preživetja z reagentom MTS. S slednjo namreč določamo celično 
živost preko merjenja aktivnosti mitohondrijske dihalne verige, ki je lahko povečana na 
račun pospešenega metabolizma v z LPS aktiviranih celicah, predvsem v zgodnji fazi 
aktivacije, preden celice začnejo bolj pospešeno odmirati. Kakorkoli, test preživetja nam je 
služil za določitev optimalnih koncentracij LPS in poly(I:C), pri čemer smo za nadaljnja 
vrednotenja uporabili koncentraciji 1 µg/mL za LPS in 10 µg/mL za poly(I:C).  
Vpliv enostranske in sočasne aktivacije receptorjev TLR4 in TLR3 na aktivacijo 
mikroglije smo v nadaljevanju preverili preko določanja vnetnega odziva. Na področju 
sočasne stimulacije receptorjev TLR so sicer že bile izvedene posamezne raziskave in ena 
od teh je pokazala, da je ob sočasni stimulaciji dvojice receptorjev TLR, v primeru 
Pertoci V. Vloga katepsina X v aktivaciji mikroglije, posredovani z agonisti TLR receptorjev. 
Magistrska naloga 
 
66 
 
kombinacij: TLR4 in TLR2, TLR4 in TLR9, ter TLR2 in TLR9, vnetni odziv močnejši, v 
primerjavi z enostransko stimulacijo posameznega receptorja TLR. Kljub temu pa vsi 
vrednoteni receptorji TLR niso izkazovali sinergističnega učinka, saj se je v primeru 
sočasne stimulacije TLR3 in TLR4 pokazalo, da po 6 h ni vplivala na raven TNF-α (58). 
Rezultati naših poskusov zgornji ugotovitvi nasprotujejo. Pri merjenju vnetnega odziva 
celic BV2 smo ugotovili, da sočasna stimulacija receptorjev TLR4 in TLR3 z reagentoma 
LPS in poly(I:C) hkrati izzove večje sproščanje vnetnega mediatorja NO, v primerjavi z 
enostransko stimulacijo. Koncentracija sproščenega NO v supernatantih mikroglije se sicer 
signifikantno poveča v vseh primerih stimulacije, vendar je najvišja ravno pri ko-
stimulaciji z LPS in poly(I:C), nekoliko nižja pri enostranski stimulaciji z LPS in najnižja 
pri samostojni stimulaciji s poly(I:C). Povečanje koncentracije NO je v primeru ko-
stimulacije z LPS in poly(I:C) napram enostranski stimulaciji z LPS statistično značilno pri 
časovni točki 48 h. Opazna je tudi časovna odvisnost, saj z daljšanjem stimulacije 
koncentracija NO narašča. 
Zgornje ugotovitve smo še dodatno potrdili z merjenjem koncentracije sproščenih 
vnetnih citokinov IL-6 in TNF-α v supernatantih celic BV2. Aktivacija receptorjev TLR4 
in TLR3, posamezno ali sočasno, je v vseh primerih povzročila zvišanje koncentracije 
TNF-α, s tem, da je največje povišanje koncentracije izkazovala sočasna stimulacija z LPS 
in poly(I:C), nekoliko manjše enostranska stimulacija z LPS, enostranska stimulacija s 
poly(I:C) pa je povzročila zgolj minimalno povišanje koncentracije TNF-α. Koncentracija 
IL-6 se je prav tako najbolj zvišala v primeru sočasne stimulacije z LPS in poly(I:C), 
nekoliko manj v primeru enostranske stimulacije z LPS, v primeru enostranske stimulacije 
s poly(I:C) pa se koncentracija IL-6 ni povišala. Če povzamemo, je pri obeh citokinih 
največji porast koncentracije povzročila sočasna aktivacija receptorjev TLR4 in TLR3, 
vendar je bil pri IL-6 skupni vpliv ko-stimulacije večji kot pri TNF-α. V vseh primerih, 
kjer se je koncentracija citokinov povišala, je opazen tudi časovni vpliv stimulacije, saj se 
je koncentracija IL-6 in TNF-α v obdobju merjenja od 16 do 48 h zviševala. Iz 
ugotovljenega lahko predpostavimo, da sočasna aktivacija receptorjev TLR4 in TLR3 z 
LPS in poly(I:C) v celicah mikroglije povzroči močnejši vnetni odziv, kot enostranska 
aktivacija posameznega receptorja. Pokazali pa smo tudi, da je aktivacija mikroglije 
časovno odvisna in se njena jakost z daljšanjem časa tretiranja povečuje. 
V osrednjem delu magistrske naloge smo se osredotočili na vlogo katepsina X v 
aktiviranih celicah mikroglije. Spremljali smo vpliv sočasne aktivacije mikroglije preko 
Pertoci V. Vloga katepsina X v aktivaciji mikroglije, posredovani z agonisti TLR receptorjev. 
Magistrska naloga 
 
67 
 
receptorjev TLR4 in TLR3 v primerjavi z enostransko aktivacijo posameznega receptorja 
na znotraj- ter zunajcelično izražanje in aktivnost katepsina X, kot tudi na njegovo 
znotrajcelično lokalizacijo. Vpliv sočasne aktivacije več-ih receptorjev TLR na 
uravnavanje delovanja cisteinskih katepsinov do sedaj še ni bil raziskan. Je pa raziskava v 
sklopu katere so celice mikroglije aktivirali preko receptorja TLR4 z reagentom LPS 
pokazala, da se izražanje in aktivnost katepsina X po stimulaciji celic z LPS poveča v 
supernatantih, medtem ko se znotrajcelični nivo izražanja katepsina X ne spremeni, 
aktivnost pa se celo zniža (18). V sklopu raziskav magistrske naloge smo preverili 
izražanje in aktivnost katepsina X po aktivaciji celic BV2 z agonistoma LPS in poly(I:C), 
posamično in v kombinaciji. Izražanje katepsina X smo določili s testom ELISA, njegovo 
aktivnost pa s pomočjo zanj specifičnega fluorogenega substrata. Rezultati merjenja 
znotrajceličnega izražanja katepsina X, ki smo ga določili v celičnih lizatih, kažejo, da se 
nivo katepsina X v aktiviranih celicah BV2 značilno ne spremeni. Enostranska stimulacija 
z LPS povzroči rahlo povišanje, prav tako enostranska stimulacija s poly(I:C), pri kateri pa 
z daljšanjem časa tretiranja nivo katepsina X celo rahlo upade. Pri ko-stimulaciji pride 
sicer do nekoliko opaznejšega povišanja po 24 h, vendar je tudi to povišanje nivoja 
izražanja statistično neznačilno. Nasprotno so meritve aktivnosti katepsina X v aktiviranih 
celicah mikroglije pokazale, da se aktivnost katepsina X v celicah BV2 po stimulaciji 
značilno zniža. Upad aktivnosti je pri enostranski stimulaciji z LPS znatnejši kot pri 
enostranski stimulaciji s poly(I:C) in dodatno upada z daljšanjem časa tretiranja. Enako je 
v primeru sočasne stimulacije z LPS in poly(I:C), kjer pa je upad aktivnosti katepsina X po 
24 h ko-stimulacije še znatnejši napram enostranski stimulaciji z LPS, čeprav ta razlika ni 
statistično značilna. Drugačne rezultate smo dobili pri meritvah izražanja in aktivnosti 
katepsina X v supernatantih aktiviranih celic mikroglije. V tem primeru so meritve 
izražanja in aktivnosti sovpadale, saj se je pokazalo, da po 24 h aktivaciji receptorjev TLR 
oba parametra v supernatantih značilno narasteta. Nivo katepsina X se najbolj zviša v 
primeru enostranske stimulacije z LPS, nekoliko manj v primeru sočasne stimulacije z LPS 
in poly(I:C), najmanj pa pri enostranski stimulaciji s poly(I:C). Aktivnost katepsina X v 
supernatantih se ravno tako najbolj poviša pri enostranski stimulaciji z LPS, podobno pri 
sočasni stimulaciji z LPS in poly(I:C), manj pa pri enostranski stimulaciji s poly(I:C). Vsi 
ti rezultati nakazujejo na dejstvo, da se katepsin X po aktivaciji celic mikroglije sprošča iz 
celic, zato njegovo izražanje in aktivnost v supernatantu narasteta.  
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Da bi dodatno preverili te domneve, smo v nadaljevanju spremljali tudi 
znotrajcelično lokalizacijo katepsina X po aktivaciji celic BV2. Pri tem smo si pomagali z 
imunofluorescenčno konfokalno mikroskopijo, ob uporabi lizosomskega označevalca 
LAMP1 in označevalca plazemske membrane kadherina. Rezultati so pokazali povečano 
lokalizacijo katepsina X ob plazemski membrani, ki je bila statistično značilna v primeru 
enostranske stimulacije z LPS in sočasne stimulacije z LPS in poly(I:C), ob čemer je bila v 
primeru sočasne stimulacije višja, vendar ne statistično značilno napram enostranski 
stimulaciji z LPS. Pri enostranski stimulaciji s poly(I:C) pa se je lokalizacija katepsina X 
ob plazemski membrani sicer prav tako zvišala, vendar ne statistično značilno. Hkrati smo 
opazili, da se je lokalizacija katepsina X v lizosomskih veziklih po aktivaciji receptorjev 
TLR značilno znižala. Dobljeni rezultati nakazujejo, da se katepsin X po aktivaciji 
mikroglije pospešeno sprošča iz lizosomskih veziklov in se sprošča v citosol, nato pa 
izloča iz celic, kjer se posledično zvišata tako raven encima kot tudi njegova aktivnost. 
Kot smo že ugotovili, mikroglija po aktivaciji pospešeno sprošča različne vnetne 
dejavnike in med drugim tudi katepsin X. Slednji dodatno doprinese k jakosti nastalega 
vnetnega odziva, kar je že bilo potrjeno s predhodno raziskavo, kjer je zaviranje katepsina 
X pomembno zmanjšalo vnetni odziv po aktivaciji mikroglije z LPS (18). Ker pride v 
določenih primerih do pretirane aktivacije mikroglije, ki povzroči škodo v CŽS, je torej 
pomembno, da imamo v teh primerih možnost uravnavanja te aktivacije. Zaviranje 
delovanja katepsina X je eden od mehanizmov, ki bi ga lahko uporabili za zaviranje 
vnetnega odziva, ki je posledica aktivacije mikroglije, slednje pa bi bilo učinkovito za 
zdravljenje nevrodegenerativnih obolenj, kot je PB, za katero je značilna progresivna 
degeneracija dopaminergičnih nevronov kot posledica vnetnih procesov. V nadaljevanju 
smo zato ovrednotili vpliv ireverzibilnega, specifičnega zaviralca katepsina X, AMS36, na 
spodbujeno aktivacijo mikroglije, posredovano s ko-aktivacijo receptorjev TLR3 in TLR4, 
in posledični vnetni odziv. Ugotovili smo, da zaviralec katepsina X pomembno zmanjša 
sproščanje vnetnega mediatorja NO v celicah BV2, ki so bile stimulirane z agonistoma 
LPS in poly(I:C). Učinek zaviralca je značilen v vseh primerih stimulacije, tudi pri sočasni 
stimulaciji z LPS in poly(I:C), kjer je sicer nekoliko manj izrazit kot pri samostojni 
stimulaciji z LPS. Z daljšanjem časa stimulacije se učinek zaviranja katepsina X predvsem 
v primeru ko-stimulacije z LPS in poly(I:C) sicer rahlo znižuje, vendar je po 48 h, v 
primerjavi z vzorcem brez zaviralca, še vedno značilen. Ker je zvišanje koncentracije NO 
po aktivaciji mikroglije posledica povečanega izražanja encima iNOS (54, 55), smo v 
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nadaljevanju preverili tudi vpliv zaviranja katepsina X na izražanju slednjega. Za določitev 
izražanja iNOS smo uporabili NaDS PAGE in prenos western. V vzorcu celic BV2 ko-
stimuliranih z LPS in poly(I:C) se je nivo izražanja iNOS začel višati po 6 h stimulacije in 
je močno narasel po 24 h stimulacije. Zaviralec AMS36 je pri 24 h opazno zavrl naraščanje 
izražanja iNOS, kar sovpada z ugotovitvami o značilnem vplivu AMS36 na zmanjšanje 
koncentracije sproščenega NO. Skladno s temi ugotovitvami, je zaviralec AMS36 znižal 
tudi sproščanje vnetnih citokinov IL-6 in TNF-α v aktiviranih celicah mikroglije. Zaviralni 
učinek AMS36 je bil opazen tako v primerih enostranske, kot tudi sočasne stimulacije z 
LPS in/ali poly(I:C). V primeru dolgotrajnejše sočasne stimulacije se je učinek zaviralca 
sicer zmanjšal, in sicer po 48 h je bil učinek AMS36 na povečano sproščanje vnetnih 
citokinov IL-6 in TNF-α le rahlo opazen.  
Preverili smo tudi vpliv sočasne aktivacije receptorjev TLR4 in TLR3 na celicah 
BV2 na celično preživetje oz. apoptozo celic, ob odsotnosti in prisotnosti zaviralca 
katepsina X, AMS36. Stimulacija z LPS ali/in poly(I:C), posamezno ali sočasno je 
povzročila statistično značilno zmanjšanje celičnega preživetja, ki smo ga določili z 
uporabo reagenta PI. Sočasna stimulacija z LPS in poly(I:C) je pri tem izkazovala 
sinergistični učinek, kar pomeni, da je bil delež PI-pozitivnih, torej mrtvih celic višji, 
napram enostranski stimulaciji z LPS ali poly(I:C). Zmanjšanje celičnega preživetja je bilo 
tudi časovno odvisno in izrazitejše pri daljšem času stimulacije. Zaviralec katepsina X, 
AMS36, je izkazoval zaščitni učinek na celice mikroglije v vseh primerih 24 h stimulacije, 
pri 48 h pa samo v primerih enostranske stimulacije z LPS ali poly(I:C), medtem ko v 
primeru ko-stimulacije pri tej časovni točki zaviralec ni več značilno znižal deleža PI-
pozitivnih celic. Enak trend smo opazili pri določanju celokupnega deleža apoptotičnih 
celic. Tudi tukaj je stimulacija z LPS ali/in poly(I:C) povzročila značilno zvišanje deleža 
apoptotičnih celic, ki je bilo ravno tako časovno odvisno in se je po 48 h stimulaciji, 
napram 24 h močno zvišalo. Največji delež apoptotičnih celic je povzročila sočasna 
stimulacija z LPS in poly(I:C), nekoliko manjši pa enostranska stimulacija z LPS ali 
poly(I:C), ki sta izkazovala podoben učinek. Zaviralec AMS36 je tudi tukaj deloval 
zaščitno pri vseh primerih stimulacije, a le pri krajši časovni točki, in sicer 24 h stimulaciji, 
medtem ko je pri časovni točki 48 h bil učinkovit le v primeru enostranskih stimulacij z 
LPS ali poly(I:C).  
Programirana celična smrt ali apoptoza je v celicah mikroglije spodbujena z 
vnetnimi dejavniki, pri čemer je glavni mediator tega procesa NO. Poznamo dva različna 
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mehanizma, po katerih poteka aktivacija apoptoze. Prvi poteka preko interferon 
regulatornega faktorja 1 (IRF-1), drugi, od NO neodvisni mehanizem sproženja apoptoze, 
pa poteka preko aktivacije kaspazne kaskade. Pri slednjem pride do aktivacije kaspaze-11, 
ki sproži serijo zaporednih reakcij, kar pripelje do apoptoze (56). V tem procesu ima vlogo 
izvršitelja apoptoze kaspaza-3. Zato smo v nadaljevanju v celicah BV2, ki smo jih 
stimulirali z agonistoma receptorjev TLR4 ali/in TLR3, preverili vpliv zaviranja katepsina 
X na aktivnost kaspaze-3. Izkazalo se je, da začne aktivnost kaspaze-3 rahlo naraščati po 
16 h stimulacije z agonistoma LPS in poly(I:C), in da najbolj naraste v primeru sočasne 
stimulacije z obema, medtem ko enostranski stimulaciji z LPS ali poly(I:C) povzročita 
manjši učinek, ki je pri obeh enak. Po 24 h stimulacije aktivnost kaspaze-3 še bolj naraste, 
kar je najočitneje v primeru ko-stimulacije z LPS in poly(I:C). Zaviralni učinek AMS36 je 
značilen v primerih enostranske stimulacije s posameznim agonistom, v primeru sočasne 
stimulacije z LPS in poly(I:C) pa samo po 16 h stimulacije, medtem ko po 24 h sočasne 
stimulacije zaviralec več ne zavira aktivnosti kaspaze-3. Rezultati sovpadajo z 
ugotovitvami o zaščitnem vplivu zaviralca na apoptozo aktiviranih celic BV2, kjer je po 
24 h sočasne stimulacije sicer še izkazoval delni zaščitni učinek, po daljšem času sočasne 
stimulacije pa ne več. Rezultati teh poskusov dokazujejo, da ima katepsin X pomembno 
vlogo v aktivaciji mikroglije in posledičnem vnetnem odzivu, ter da zaviranje katepsina X 
lahko pripomore k uravnavanju aktivacije mikroglije in zmanjšanju vnetja, ki ga slednja 
povzroča v CŽS, prav tako pa zmanjša odmiranje oz. apoptozo celic mikroglije, vsaj v 
zgodnji fazi njene aktivacije. 
V zadnjem delu magistrske naloge smo še dodatno ovrednotili zaščitni vpliv 
zaviralca katepsina X, AMS36, na zaščito nevronskih celic izpostavljenih supernatantu 
aktivirane mikroglije. Poskus smo naredili s pomočjo ko-kulturnega modela mikroglija-
nevronske celice, z uporabo supernatanta celic mikroglije BV2 in nevronskih celic SH-
SY5Y. V predhodni raziskavi je bilo že pokazano, da je zaviralec katepsina X zmanjšal 
odmiranje nevronskih celic, izpostavljenih mikrogliji, ki je bila aktivirana z LPS (18). 
Supernatante celic BV2, ki smo jih aktivirali preko sočasne stimulacije z LPS in poly(I:C), 
v odsotnosti ali prisotnosti zaviralca AMS36, smo prenesli na nevronske celice, ki smo jih 
nato tretirali 24 oz. 48 h. Rezultati celičnega preživetja nevronskih celic SH-SY5Y, 
merjenega s pomočjo reagenta MTS, so pokazali, da se preživetje nevronskih celic po 
izpostavljenosti supernatantu aktivirane mikroglije zmanjša v odvisnosti od časa tretiranja 
celic. Zaviralec katepsina X je tudi v tem primeru izkazoval zaščitni učinek na nevronske 
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celice, saj se je delež odmiranja celic značilno zmanjšal, tudi 48 h po izpostavljenosti 
supernatantom mikroglije, aktivirane v prisotnosti AMS36. Rezultati tega poskusa 
potrjujejo, da je katepsin X pomembno udeležen tudi pri nevrodegeneraciji, povzročeni z 
aktivirano mikroglijo in da lahko njegovo zaviranje pomembno zmanjša škodljive učinke, 
ki jih ima aktivacija mikroglije na nevrone.  
Rezultati, pridobljeni v sklopu magistrske naloge, nakazujejo na pomembno vlogo 
katepsina X pri ko-aktivaciji mikroglije in uravnavanju vnetnega odziva. Z zaviranjem 
slednjega lahko značilno zmanjšamo vnetni odziv v CŽS in preko tega zmanjšamo obseg 
propadanja nevronov. Kot tak je katepsin X zatorej pomembna potencialna tarča, ki bi jo 
lahko uporabili pri načrtovanju strategij zdravljenja nevrodegenerativnih bolezni, 
povzročenih z vnetjem, kot je PB. 
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6 SKLEPI 
 Sočasna aktivacija receptorjev TLR4 in TLR3 z agonistoma LPS in poly(I:C) 
izraža sinergistični učinek na aktivacijo mikroglije in sproščanje vnetnih 
dejavnikov kot so NO, IL-6 in TNF-α. Jakost vnetnega odziva se z daljšanjem časa 
stimulacije zvišuje. 
 
 Po aktivaciji receptorjev TLR4 in TLR3 z agonistoma LPS in poly(I:C) se katepsin 
X izloča iz celic aktivirane mikroglije v zunajcelični prostor, kjer se poviša nivo 
katepsina X kot tudi njegova aktivnost. Sočasna aktivacija z LPS in poly(I:C) ne 
vpliva na višje vrednosti nivoja kot tudi aktivnosti katepsina X. 
 
 Zaviranje katepsina X s specifičnim zaviralcem AMS36 pomembno zmanjša vnetni 
odziv, povzročen s ko-stimulacijo mikroglije z agonistoma LPS in poly(I:C) in se 
kaže v značilno zmanjšanem sproščanju NO, IL-6 in TNF-α iz aktivirane 
mikroglije, ter v zmanjšanem nivoju izražanja iNOS v aktivirani mikrogliji. 
 
 Zaviralec katepsina X, AMS36, izraža zaščitni učinek pred odmiranjem celic 
mikroglije, povzročenim s ko-stimulacijo z agonistoma LPS in poly(I:C), in se kaže 
v značilno zmanjšanem deležu mrtvih in apoptotičnih celic kot tudi v znižani 
vrednosti povišane aktivnosti kaspaze-3. 
 
 Zaviranje katepsina X v celicah mikroglije izkazuje nevroprotektivni učinek na 
nevronske celice po izpostavitvi le-teh supernatantom mikroglije, aktivirane preko 
sočasne aktivacije receptorjev TLR4 in TLR3, v ko-kulturnem modelu mikroglija-
nevronske celice.  
 
 Katepsin X ima pomembno vlogo pri ko-aktivaciji mikroglije in uravnavanju 
spodbujenega vnetnega odziva. 
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